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vzpostavljeni inducibilni sistem uporabili pri stabilni transformaciji krompirja sorte 
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obrambi pred virusom.  
IV 
Pogačar K. Vzpostavitev enostavnega sistema za inducibilno izražanje genov v tobaku in krompirju. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDC 602.6:582.930.11/.3:(043.2) 
CX biotechnology, glucocorticoid inducible system, TGA2.1, RbohD, dexamethasone,  
potato, Solanum tuberosum, Nicotiana benthamiana, confocal microscopy, pPCR, 
PVY   
AU POGAČAR, Karmen 
AA GRUDEN, Kristina (supervisor)/COLL RIUS, Anna (co-advisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2019  
TI ESTABLISHING A SYSTEM FOR INDUCABLE GENE EXPRESSION IN 
TOBACCO AND POTATO PLANTS 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XII, 80, [11] p., 18 tab., 39 fig., 3 ann., 95 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Overexpression of genes using stable transformation of plants is a widly used and 
very efficient method for functional studies of genes of interest. The constitutive 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Avr  avirulentni faktor patogena (angl. Pathogen-encoded avirulance factor) 
bp  bazni par 
CaMV  virus mozaika cvetače (angl. cauliflower mosaic virus) 
DCL  proteini, ki so podobni proteinu DICER (angl. Dicer-like) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNK  deoksiribonukleinska kislina 
dpi  dnevi po inokulaciji 
ETI  z efektorji izzvana imunost (angl. effector triggered immunity) 
Geni R  obrambni geni (angl. resistance genes) 
HR  preobčutljivostna odpornost (angl. hypersensitive resistance) 
JA  jasmonska kislina 
MAMP  z mikrobi povezani molekularni vzorci (angl. microbial-associated 
molecular pattern) 
MAPK  protein kinaza, ki jo aktivirajo mitogeni (angl. mitogen-activated protein 
kinase) 
MP  proteini gibanja (angl. movement proteins) 
NIB nacionalni inštitut za biologijo 
NPR1 zatiralec genov PR (angl. non-expresser of pr genes) 
ORF   odprt bralni okvir (angl. open reading frame) 
PAMP s patogeni povezani molekularni vzorci (angl. pathogen-associated 
molecular pattern) 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PR povezano s patogenezo (angl. pathogenesis-related) 
PRR receptorji za prepoznavanje vzorcev (angl. pattern recognition receptor) 
PTI z vzorci izzvana imunost (angl. pattern-triggered immunity), 
PVY krompirjev virus Y (angl. Potato virus Y) 
RBOH homolog oksidaze oksidativnega izbruha (angl. respiratory burst oxidase 
homologue) 
RISC utiševalni kompleks sprožen z RNK (angl. RNA-induced silencing 
complex) 
RNK ribonukleinska kislina 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
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SA salicilna kislina 
SAR sistemsko pridobljena odpornost (angl. systemic acquired resistance) 
SNI1 zatiralec proteinov NPR1 (angl. suppressor of NPR1) 
SNP polimorfizem posameznega nukleotida (angl. single-nucleotide 
polymorphism) 
T-DNK del DNK na plazmidu, ki se prenese v rastlinski genom (angl. transfer 
DNA) 
TGA transkripcijski faktor levcinske zadrge (angl. Leucine zipper transcription 
factor) 
T3SE izločevalni efektor tipa III (angl. type III secreted effector) 
vsRNA male virusne RNK (angl. viral small RNA) 
YFP rumeni fluorescenčni protein (angl. yellow fluorescent protein) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Krompir je ena od najbolj pomembnih poljščin. Velik problem predstavljajo virusi, ki so 
pri krompirju zelo razširjeni in povzročajo ogromne izgube pridelka. Zaradi vegetativnega 
razmnoževanja krompirja so virusne okužbe še bolj uničujoče, saj se virus zadržuje v 
gomolju in sekundarno okuži rastlino. Eden od najbolj uničujočih virusov krompirja je 
krompirjev virus Y (PVY), ki je močno razširjen v Evropi. Prenaša se lahko mehansko, 
vendar do okužbe najpogostejše pride preko uši, ki so prenašalke virusa (Missiou in sod., 
2004). 
Za reševanje problematike virusnih okužb je predvsem pomembno preučevanje funkcije 
obrambnih genov v rastlinah. Prepoznavanje funkcije obrambnih genov olajšuje veliko 
število genomskih projektov, ki vsakodnevno dodaja na tisoče novih nukleotidnih 
zaporedij genov v javno bazo podatkov. Izziv se pojavi predvsem pri prepoznavi funkcije 
gena. Klasičen pristop je iskanje podobnega zaporedja DNK gena že znane funkcije iz baze 
podatkov in predvidevanje funkcije gena glede na homologijo. Za odkritje delovanja gena 
v celici določenega organizma je najučinkovitejša in najnatančnejša metoda študija 
mutantov s spremenjenim izražanjem gena. Tako se lahko ugotovi, na katere celične 
procese vpliva sprememba v izražanju gena (Alberts in sod., 2002). Za transgeno izražanje 
se običajno uporablja konstitutivne promotorje, kar lahko vodi do prekomernega izražanja 
gena v neprimernem tkivu in času, in posledično do motenj v razvoju. Tako so lahko tudi 
opažanja o speficični funkciji gena nepravilna. Boljša metoda je inducibilni sistem, kjer 
lahko sprožimo izražanje genov ob točno določenem času (Abdeeva in sod., 2012). 
1.2 CILJ RAZISKOVALNEGA  DELA 
Namen našega raziskovalnega dela je vzpostaviti sistem za inducibilno izražanje genov v 
krompirju. V plazmid z inducilnim sistemom pod vplivom glukokortikoidnega hormona 
bomo vstavili gen za fluorescentni protein YFP in s tem potrdili delovanje sistema. 
Rastline tobaka N.benthamiana bomo prehodno transformirali z našim konstruktom in v 
določenih časovnih točah spremljali izražanje gena YFP s pomočjo dveh metod. S stabilno 
transformacijo krompirja sorte NahG-Rywal in okuževanjem s krompirjevim virusom Y 
bomo testirali funkcijo gena, ki potencialno sodeluje pri obrambi rastline pred patogeni. 
Gen TGA2.1 je transkripcijski faktor in naj bi sodeloval pri indukciji genov PR in 
odpornosti. Pri genu RbohD, ki sodeluje pri obrambi rastline, bomo iz genomske DNK 
krompirja genotipa Rywal poskušali pridobiti celotno nukleotidno zaporedje dveh različic 
gena in sicer RbohD1 in RbohD2. 
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1.3 HIPOTEZE 
- Predpostavljamo, da se inducibilni sistem osnovan na glukokortikoidnem hormonu   
(deksametazonu), lahko uporablja za stabilno transformacijo krompirja.  
- Do indukcije, sprožene z deksametazonom, bo prišlo med eno in štiriindvajsetimi urami 
po tretiranju.  
- Prekomerno izražanje gena TGA2.1 bo vplivalo na občutljivost rastlin krompirja po 
okužbi z virusom PVY. 
- Pričakovali smo, da obstaja polimorfizem znotraj posameznega gena, tako RbohD1 kot   
tudi RbohD2. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 OBRAMBNI MEHANIZEM RASTLIN 
Rastline so za obrambo proti patogenom razvile prirojeno imunost, ki je sestavljena iz 
strukturne in kemične obrambe ter obrambe na osnovi proteinov. Obrambne mehanizme se 
lahko razdeli med konstitutivne in inducibilne (Hammond-Kosack in Jones, 1997). Prva 
linija konstitutivne obrambe so strukturni elementi rastline kot so: vosek, epidermis, 
citoskelet, trni, trihomi itd. Naslednja vrsta konstitutivne obrambe je kemična obramba. 
Sem spadajo antimikrobne komponente, razni toksični inhibitorji, fitoanticipini ter 
fitohormoni. Kadar prva linija obrambe ni dovolj učinkovita, nastopi še inducirana 
obramba rastlin. Tu pride do kemičnih sprememb v celicah, ki ustvarijo različne ovire, da 
se patogen ne bi širil naprej po rastlini. K inducirani obrambi, ki poskuša zaščititi rastlino 
pred boleznijo, spadajo inducirane biokemične spremembe (Doughari, 2015), sproži jih 
imunski sistem rastlin. 
Imunski sistem rastlin se lahko predstavi kot štiri-fazen model zadrge. V prvi fazi 
receptorji za prepoznavanje vzorcev (PRR, angl. pattern recognition receptor) prepoznajo 
PAMP (ali MAMP), kar vodi do z vzorci izzvane imunosti (PTI, angl. pattern-triggered 
immunity), ki lahko ustavi nadaljnjo kolonizacijo patogena. V drugi fazi preživeli patogeni 
izražajo efektorje, ki pripomorejo k virulenci. Ti efektorji posegajo v PTI, kar vodi do z 
efektorji izzvane občutljivosti (ETS, angl. effector-triggered susceptibility). V tretji fazi 
proteini NB-LRR specifično prepoznajo efektorje, kar vodi do z efektorji izzvane imunosti 
(ETI, angl. effector-triggered immunity). V četrti fazi naravna selekcija narekuje 
patogenom, da se izognejo ETI z obdelovanjem in spreminjanjem prepoznavnega 
efektorskega gena ali s pridobivanjem dodatnih efektorjev, ki zatirajo ETI (Jones in Dangl, 
2006). 
PTI običajno sproži zgodnje obrambne odgovore kot so- zaprtje listnih rež, aktivacija 
kaskade kinaz, ki jo aktivirajo mitogeni (MAPK, angl. mitogen-activated protein kinase), 
transkripcija genov povezanih z odpornostjo, produkcija reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS 
angl. reactive oxygen species) ter prerazporeditev kaloze (Doughari, 2015). PTI zagotavlja 
obrambo pred patogeni, ki ne morejo uiti imunskemu sistemu rastline. Vendar so nekateri 
patogeni sposobni obiti PTI in kljub obrambi lahko kolonizirajo rastlino. Za prepoznavo 
takšnih patogenov skrbijo imunski receptorji, ki zaznavajo mikrobne efektorje (Gust in 
sod., 2017). ETI se, po zaznavanju efektorjev tipa III (T3SE) patogena, aktivira s pomočjo 
genov za odpornost R (angl. resistance genes) in pogosto vodi do programirane celične 
smrti oz. preobčutljivostnega odziva (HR, angl. hypersensitive response) in sistemsko 
pridobljene odpornosti (SAR, angl. systemic acquired resistance) (Doughari, 2015). 
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2.1.1 Obramba rastlin pred virusi  
Rastline so podvržene mnogim dejavnikom okolja, ki vplivajo na njihovo rast. Med njimi 
virusi povzročajo velike izgube pridelkov po vsem svetu in predstavljajo grožnjo na 
področju varnosti hrane (Calil in Fontes, 2017).  
 
Vstop virusa v rastlino je mogoč preko fizične poškodbe, ki je posledica okoljskih 
dejavnikov ali napada žuželke, ki je prenašalec virusa (Doughari, 2015). Virusi so 
obligatni paraziti, ki za pomnoževanje potrebujejo gostiteljske celice. Okužba je uspešna 
šele takrat, ko virus poišče pomožne gostiteljske faktorje in uide obrambnemu sistemu 
rastline. Zato se večina napadov virusov ne konča z okužbo rastline in tudi, če se virus 
pomnožuje v rastlini je lahko nepatogen (García in Pallás, 2015). Ko je virus enkrat v 
rastlini, se lokalno in sistematično mobilizira s pomočjo znotrajceličnega premikanja preko 
plazmodezme. Proteini gibanja (MP, angl. movement proteins) in ostali virusni faktorji 
sodelujejo pri koordiniranem in reguliranem gibanju virusa znotraj rastline s pomočjo 
komponent gostitelja (Doughari, 2015). Patogeneza se začne, ko virusna okužba začne 
vplivati na fiziologijo gostitelja z razvojem anomalije in drugih fenotipskih sprememb. 
Patogeneza je lahko posledica pomnoževanja virusa v gostitelju ali pa posledica 
neuspelega obrambnega odziva gostitelja na okužbo (García in Pallás, 2015). 
 
Skozi evolucijo so rastline razvijale obrambni mehanizem proti virusom in prav tako so se 
nekateri virusi prilagajali, da lahko uidejo tej obrambi. Rastline za obrambo pred virusi 
uporabljajo mehanizem utišanja virusne RNK. Vendar imajo virusi sposobnost zatreti to 
obrambo z represorji utišanja. Drugi način obrambe rastline je z mutacijo gostiteljskega 
faktorja, ki ga virusi potrebujejo za svoje razmnoževanje. Naslednji uspešen mehanizem 
obrambe je prepoznava virusnih proteinov z R-proteini, kjer se sprožijo mehanizmi za 
preprečevanje namnoževanja virusa ali pa preprčevanje širjenja virusa. Pogosto se 
manifestira v obliki preobčutljivostni odziv (HR), kjer se ob prepoznavi napadalca sproži 
hitra lokalna celična smrt na mestu okužbe (Boualem in sod., 2016). 
2.1.1.1 Utišanje virusne RNK 
Eden od takojšnjih obrambnih mehanizmov po virusni okužbi je utišanje RNK (Ding in 
Voinnet, 2007). Utišanje RNK po transkripciji (PTGS, angl. posttranscriptional gene 
silencing) ali RNK interferenca (RNAi) je evolucijsko ohranjen mehanizem, specifičen 
glede na nukleotidno zaporedje, ki neposredno brani gostiteljske celice pred tujimi 
nukleinskimi kislinami, kot so virusi in prenosljivi elementi (Voinnet, 2009). Ta obramba 
se sproži s pomočjo dvoverižnih RNK molekul (dsRNA). Večina virusov ima genom 
sestavljen iz RNK, ki se podvaja preko dsRNA intermediatov s pomočjo od RNK odvisne 
polimeraze RNK (RDRs) ali vsebuje dvoverižne sekundarne strukture RNK. Virusne 
dsRNA rastlina razreže z encimi DICER-like (DCL) v male virusne RNK (vsRNAs), ki se 
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nato naložijo na utiševalni kompleks sprožen z RNK (RISC). Ta kompleks vodi razrez 
genoma virusa (Boualem in sod., 2016). Protivirusno utišanje RNK deluje proti vsem RNK 
ali DNK virusom, ker pa se DNK virusi ne podvajajo preko dsRNA intemediatov, bi se 
lahko naredili prekurzorji dolge nekodirajoče RNK ali vsRNA (angl. varkud satellite RNA) 
s pomočjo protismiselne transkripcije, aktivnosti RDR ali iz sekundarnih struktur virusnih 
RNK (Aregger in sod., 2012).  
2.1.1.2 Preobčutljivostni odziv 
Pri preobčutljivostnem odzivu pride do hitre sprožitve programirane celične smrti na mestu 
vdora patogena in pri sosednjih celicah. Ta hiter odziv naj bi preprečil širjenje virusa v 
rastlini (Oll in sod., 2011). Vendar študije na krompirju (Rywal), kjer obrambni geni Ny-1 
vodijo HR, kažejo, da je poleg celične smrti potrebna še dodatna obrambna pred širjenjem 
virusa PVY. Rezultati so pokazali, da se virus razmnožuje na robu mrtvih con, vendar se 
ne širi v okoliška tkiva. Torej obstaja dodaten molekularni mehanizem, ki preprečuje 
širjenje virusa po rastlini (Lukan in sod., 2018). Obstajajo tudi drugi patovirusni sistemi, 
kjer smrt ne omejuje virusa, kot so: drugi mehanizmi genov R (Ishibashi in Ishikawa, 
2014) in recesivna odpornost (Hashimoto in sod., 2016). 
Do preobčutljivostne reakcije pride, ko rastlinski proteini R prepoznajo avirulentni faktor 
patogena ali Avr (angl. Pathogen-encoded avirulance factor) (Moffett, 2009) (slika 1). 
Interakcija proteinov Avr/R lahko sproži signalno kaskado protein kinaze MAPK in to vodi 
do hitre akumulacije reaktivnih kisikovih zvrsti ROS in obrambnih hormonov, kot sta 
salicilna kislina (SA) in jasmonska kislina (JA). Na celični ravni je HR povezan z vdorom 
kalcijevih ionov, s prerazporeditvijo kaloze v plazmodezmati, s spremembami v 
permeabilnosti membrane in spremembo transkripcije, ki vodi do izražanja genov 
povezanih s patogenezo (PR, angl. Pathogenesis Related) (Boualem in sod., 2016). 
 
Slika 1: Interakcija med patogenom in rastlino ter razvoj odpornosti (Gururani in sod., 2012). 
Proteine obrambnih genov rastline se lahko razdeli v osem skupin na podlagi organizacije 
aminokislin in domen na membrani. Ponovitve bogate z levcinom (LRR) predstavljajo 
6 
Pogačar K. Vzpostavitev enostavnega sistema za inducibilno izražanje genov v tobaku in krompirju 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2019  
 
 
komponente, ki imajo pomembno vlogo pri specifičnem prepoznavanju. Te domene so 
prisotne pri večini proteinov R (Jones, 2001). Velika večina obrambnih genov proti 
virusom pri rastlinah spada med gene razreda NBS-LRR, ki zagotavljajo monogensko 
dominantno odpornost. Proteini R tega razreda so si med seboj podobni, ampak 
zagotavljajo odpornost proti različnim virusom (Takahashi in sod., 2002). 
2.1.1.3 Krompir in PVY 
Krompir (Solanum tuberosum L.) izvira iz Peruja, natančneje iz Andov, kjer je bil pred 
10000 leti vzgojen v bližini jezera Titikaka. V šestnajstem stoletju so ga španski 
raziskovalci pripeljali v Evropo in od takrat je priljubljen po vsem svetu. Danes je krompir 
tretja najpomembnejša poljščina na svetu takoj za rižem in pšenico, saj ga gojijo kar v 160 
državah po svetu. Preživetje več sto milijonov ljudi v razvijajočih se državah je odvisnih 
od krompirja. Zaradi hitre rasti prebivalstva v razvijajočih se državah bo potreba po 
obdelovalni zemlji, vodi in naravnih virih vedno večja. Zato je pridelava krompirja 
pomembna, ker proizvede večjo količino hrane na manjši površini obdelovane zemlje 
hitreje kot druge poljščine. Krompir je bogat z ogljikovimi hidrati in vsebuje malo 
maščobe. Poleg tega je tudi vir proteinov, vitamina C, vitaminov skupine B ter kalija 
(Camire in sod., 2009). 
Krompirjev virus Y (PVY) je eden glavnih virusnih patogenov rastlin reda razhudnikovk, 
kot so krompir, tobak, paprika, paradižnik, feferoni in vodi do ogromnih izgub pridelka 
(Scholthof in sod. 2011). PVY iz družine Potyviridae sodi med 30% znanih rastlinskih 
virusov, ki imajo velik vpliv na agrikulturo. Virusi te družine imajo genom sestavljen iz 
pozitivne enoverižne RNA, ki je dolga 10 kilobaz in vsebuje en dolg odprt bralni okvir 
(ORF, angl. open reading frame). Ta odprt bralni okvir se prevede v velik polipeptid, ki je 
nato razcepljen v deset različnih proteinov (Karasev in Gray, 2013). Pred kratkim so 
ugotovili, da vsi virusi iz družine Potyviridae vsebujejo še dodaten bralni okvir imenovan 
pipo. PIPO je del večjega produkta, ki vsebuje N-terminalni del P3 (P3N). Ta je preko 
translacijske ali transkripcijske zamenjave okvira povezan s PIPO. Produkt zamenjave 
P3N-PIPO ima pomembno vlogo pri medceličnem gibanju, saj prisotnost mutacij znotraj 
motiva vodi do fenotipa s  pomanjkljivostjo v gibanju (Olspert in sod., 2015).  
PVY je resna grožnja pridelavi krompirja zaradi učinka na količino in kvaliteto gomolja. 
Poznanih je več različnih sevov virusa: PVYC, PVYZ, PVYE, PVYN, PVYO (Kerlan in sod., 
2011). PVY
NTN
 spada med PVY
N
 in sproži vrsto okužbe, kjer se na površini gomolja 
pojavi značilen obroč poškodovanega tkiva, ki se počasi spremeni v nekrotičnega 
(PTNRD, angl. potato tuber necrotic ringspot disease) (Funke in sod., 2017) (slika 2). 
Virus PVY prenaša več kot 50 vrst listnih uši na nestalen način, zato omejitev širjenja z 
insekticidi ni učinkovita. Bolezen se lahko omeji z gojenjem odpornih kultivarjev, z 
omejitvijo vrst razhudnikovk na nekem območju ter z uničevanjem plevela, ki je lahko 
potencialen vir okužbe (Korbecka-Glinka in sod., 2017). Pri krompirju sta znani dve vrsti 
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odpornosti na virus. Prva je ekstremna odpornost, ki jo vodijo geni Ry in druga je HR, ki jo 
vodijo geni Ny. Sorta krompirja Rywal vsebuje gene Ny, kar pomeni, da ob okužbi pride 
do HR, ki se kaže v obliki lezij na inokuliranih listih tri dni po okuževanju z virusom PVY. 
HR prepreči razmnoževanje in širjenje virusa po rastlini, vendar ta odziv ni mogoč pri 
temperaturah nad 28°C, saj je odziv odvisen od temperature. Za uspešno delovanje 
obrambe HR pa je glavna komponenta SA in se ob inokulaciji z virusom tudi začne na 
novo sintetizirati. Ob pomanjkanju SA namreč pride do pomanjkljivosti pri obrambi in 
omogočen je napad patogena. Rastline, ki niso sposobne akumulacije SA zaradi izražanja 
salicilat hidroksileze (NahG), ki katalizira pretvorbo SA v katehol, se uporablja za študije 
vloge SA pri obrambi (Baebler in sod., 2014).  
 
Slika 2: Virus PVY in njegov vpliv na rastlino krompirja. A) Slika elektronskega mikrografa obarvanih in 
očiščenih delcev virusa PVY. B) Organizacija genoma PVY. C) Lokalne lezije na krompirju. D) Nekroza na 
gomolju krompirja E) Nekroza žil na tobaku F) Mozaik na listih tobaka (Scholthof in sod., 2011). 
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2.1.2 Signalna pot salicilne kisline  
Ob napadu patogena, rastlina aktivira spekter obrambnih genov. Po prepoznavanju 
patogena se v rastlini aktivirajo različne signalne transdukcijske poti, ki so funkcionalno 
povezane s transkripcijskimi faktorji, ki regulirajo aktivnost promotorjev obrambnih 
genov. Pot salicilne kisline se sproži ob napadu patogena in vodi do sinteze SA, ki nato 
deluje kot signal za začetek transkripcije mnogih obrambnih genov. Etilen (ET) in 
jasmonska kislina (JA) imata prav tako pomembno vlogo pri aktivaciji genov povezanih z 
obrambo in ti dve poti skupaj s potjo SA tvorijo zapleteno mrežo interakcij (Glazebrook in 
sod., 2003). Salicilna kislina je ključna komponenta pri zaporedju dogodkov med in po 
HR. V primeru odsotnosti signalizacije SA pride do oslabljenega odziva in občutljivosti ob 
napadu patogena (Baebler in sod., 2014). Pri odzivu krompirja na virus PVY so odkrili, da 
ima SA pomembno vlogo pri tolerantni sorti krompirja Desiree (Baebler in sod., 2011) in 
pri odporni sorti Rywal (Baebler in sod., 2014).  
Salicilna kislina se s pomočjo izokorizmat sintetaze (ICS1) sintetizira iz korizmanta. 
Korizmat izvira iz šikimatne poti, katere transkripcija se močno poveča ob napadu 
patogena (Loake in Grant, 2007). Salicilna kislina je med okužbo pomembna za 
vzpostavitev lokalne obrambe ter za zaščito zdravega okoliškega tkiva. To rastline 
dosežejo s prenosom signalov iz okuženih delov med procesom SAR, kar predstavlja del 
odziva na okužbo z biotrofnim patogenom. SA je povezana z različnimi esencialnimi 
komponentami obrambnega sistema rastline preko zapletenih omrežij. Ne-ekspresor 
proteinov PR1 (NPR1, angl. non-expresser of PR genes) je pomembna komponenta 
obrambne signalizacije. NPR1 se neprestano izraža v večini tipov celic in ostaja neaktiven 
v citosolu, kot oligomer, do napada patogena (Vinod in Sabah, 2018). Po okužbi rastlina 
začne proizvajati več salicilne kisline, kar spremeni redoks potencial celice. NPR1 nato 
razpade na aktivne monomere, ki potujejo v jedro celice in interagirajo s proteini TGA. To 
vodi do izražanja mnogih genov PR, ki so odvisni od SA (Palmer in sod., 2017).  
2.1.2.1 Transkripcijski faktorji TGA 
Transkripcijski faktorji TGA spadajo v skupino transkripcijskih faktorjev z bazično 
domeno levcinske zadrge (bZip), ki se veže na regulatorne as-1 podobne elemente 
promotorja obrambnih genov PR. Proteini TGA so sestavljeni iz treh domen. Prva je N-
terminalna domena, ki vpliva na stabilnost in verjetno tudi na transaktivacijsko aktivnost 
proteina. Sledi ji domena bZIP-, ki je odgovorna za vezavo na DNK. Zadnja je C-
terminalna domena, kjer prihaja do interakcije z drugimi proteini (npr. NPR1) (Fan in 
Dong, 2002).  
V rastlinah Arabidopsis thaliana je bilo odkritih deset transkripcijskih faktorjev TGA. Na 
podlagi interakcije transkripcijskih faktorjev TGA z NPR1 jih je bilo okarakteriziranih 
sedem (TGA1-TGA7) (Jakoby in sod., 2002). Teh sedem transkripcijskih faktorjev se na 
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podlagi homologije sekvenc lahko uvrsti v tri skupine. V prvo skupino spadata TGA1 in 
TGA4, v drugo spadajo TGA2, TGA5 in TGA6, tretjo skupino pa sestavljata TGA3 in 
TGA7 (Xiang in sod., 1997). Pri faktorjih TGA2, TGA3, TGA5 in TGA7 med prehodnim 
izražanjem v kvasovkah in rastlinah pride do interakcije s proteini NPR1. Pri TGA1 in 
TGA4 pa do interakcije z NPR1 pride le ob povišanju količine SA v celicah (Després in 
sod., 2003). V rastlinah A. thaliana se TGA lahko veže na pozitivne ali na negativne 
regulatorne elemente promotorja PR1. Element LS7, ki vsebuje vezavno mesto za TGA, 
deluje kot aktivator transkripcije, element LS5 pa kot represor (Lebel in sod., 1998; Pape 
in sod., 2010; Boyle in sod., 2010).  
Znano je, da so TGA2, TGA5 in TGA6 potrebni pri odpornosti na bolezni, ker sodelujejo 
pri indukciji genov PR in pri SAR (Kesarwani in sod., 2007). Transkripcijski faktorji 
TGA2 ob povišani koncentraciji SA tvorijo kompleks z NPR1 in aktivirajo gen PR1 
(Rochon in sod., 2006). V odsotnosti SA se proteini NPR1 nahajajo v citosolu kot 
oligomeri. Po napadu patogena in povišanju količine SA se NPR1 reducira in oligomer 
razpade. Monomeri NPR1 se nato prenesejo v jedro, kjer pride do interakcije s faktorji 
TGA2 (Pepe in sod., 2010). TGA2 naj bi se kot oligomerni kompleks vezal na promotor 
PR1 tudi neodvisno od NPR1 in SA in s tem zaviral izražanje gena PR1. Ob povišanju 
koncentracije SA TGA2 oligomer še vedno ostaja vezan na promotorju PR1 in zavira 
izražanje, ko pride do interakcije z NPR1 pa se konformacija TGA2 na promotorju 
spremeni. Oligomerni kompleks TGA2 razpade in najverjetneje dimer TGA2 interagira z 
NPR1. Šele kompleks NPR1-TGA2 privede do aktivacije gena PR1 (Boyle in sod., 2010, 
Rochon in sod., 2006). Poleg vezave transkripcijskega faktorja TGA2 na promotor, se nanj 
veže tudi protein SNI1 (angl. suppressor of NPR1), ki deluje kot negativni regulator 
izražanja genov PR (slika 3). Prisotnost NPR1 inhibira delovanje SNI1 (Mosher in sod., 
2006, Pape in sod., 2010).  
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Slika 3: Slika prikazuje interakcije med glavnimi regulatornimi komponentami regulacije izražanja genov PR 
Po okužbi s patogenom pride do sinteze SA, kar privede do interakcije proteinov NPR1 in TGA ter do 
odstranitve zatiralcev transkripcije gena PR ter posledično do izražanja gena (Kesarwani in sod., 2007). 
2.1.2.2 Proteini povezani s patogenezo (PR) 
Proteine PR sta prvič odkrila Van Loon in Van Kammen leta 1970 v tobaku pri okužbi z 
virusom mozaika. Med proteine PR spadajo β-1,3-glukanaze, hitinze, peroksidaze, 
proteini, ki inaktivirajo ribosome, defenzini, tionini, oksilat oksidaze itd. Od teh so hitinaze 
in β-1,3-glukanaze pomembni hidrolitični encimi, ki so po okužbi s patogenom v presežku 
pri mnogih vrstah rastlin. So pomembna zaščita pri napadu glive, saj sta hitin in β-1,3-
glukan pomembna strukturna elementa celične stene glive (Ebrahim in sod., 2011). 
Inducibilne proteine, ki sodelujejo pri obrambi rastline, se lahko na podlagi pogostosti 
pojavljanja pri rastlinah, lastnostih in funkciji razdeli v 17 družin proteinov povezanih s 
patogenezo. Večina proteinov PR se inducira preko aktivnosti signalnih komponent 
salicilne kisline, jasminske kisline in etilena. Proteini vsebujejo protimikrobno aktivnost in 
vitro preko hidrolitične aktivnosti celične stene, toksičnosti in vpletenosti v signalno pot 
obrambe (Van Loon in sod., 2006). Produkcija in akumulacija protinov PR v rastlinah je 
pri obrambi proti patogenom in v stresnih situacijah zelo pomembna. Akumulirajo se 
lokalno v okuženem in sosednjem tkivu ter tudi v oddaljenem neokuženem tkivu, kar lahko 
prepreči širjenje okužbe (Ebrahim in sod., 2011).  
2.1.3 Reaktivne kisikove spojine (ROS) 
Reaktivne kisikove spojine (ROS) so močno reaktivne molekule, ki lahko poškodujejo 
celične komponente. Vendar delujejo tudi kot pomembni signalni elementi celice, ki so 
proizvedeni kot stranski produkti in preko encimatskih kompleksov. Med ROS spadajo 
reaktivni ioni oziroma radikali, ki vsebujejo kisik, denimo singletni kisik (1O2), hidroksilni 
radikal (OH●), superoksidni anion (O2●−) in vodikov peroksid (H2O2) (Qi in sod., 2017). 
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ROS neizogibno nastajajo pri aerobnem metabolnem procesu dihanja in fotosinteze preko 
nepopolne redukcije O2 do H2O. So potencialno nevarne spojine in njihovo prekomerno 
izražanje, zaradi okoljskih razmer, vodi do oksidativnega stresa. Kompleksi, ki sodelujejo 
pri nastanku ROS, zajemajo peroksidaze razreda III, oksalat oksidaze, amin oksidaze, 
lipoksigenaze ter rastlinske NADPH oksidaze (NOX). Rastlinski NOX so znani kot 
homologi oksidaze oksidativnega izbruha (RBOH, angl. respiratory burst oxidase 
homologue) in so homologi katalitične podenote (gp91phox) fagocitov sesalcev NOX, ki 
proizvajajo superoksidni anion (Marino in sod., 2012). Ta je nestabilen in se spontano 
prevaja v H2O2 (Baxter in sod., 2014). 
Razni biološki procesi pod različnimi okoljskimi pogoji so v različnem tkivu regulirani 
preko usklajevanja med ROS in drugimi signali. Na stres se odzivajo s hitro signalizacijo, 
ki vključuje povečan vnos kalcijevih ionov v citosol, aktivacijo MAPK in fosforilacijo 
proteinov. Hitremu odzivu sledijo dolgotrajni odzivi, ki nadzorujejo fenotipske spremembe 
(Benschop in sod., 2017). 
2.1.3.1 Homologi oksidaze oksidativnega izbruha (RBOH)  
V rastlinah NADPH-oksidaze (RBOH) predstavljajo pomembno vlogo pri produkciji ROS. 
Proteini RBOH so v rastlinah vključeni v mnogo različnih signalnih poti kot so rast 
koreninskih laskov, zaprtje listnih rež, rastlinska obramba in prilagoditev na abiotski stres 
(Baxter in sod., 2014). Sestavljeni so iz C-končne domene z oksidazno aktivnostjo, šestih 
transmembranskih α-vijačnic in N-končne regije, ki vsebuje regulatorne elemente. Mednje 
spadajo EF-ročica, ki veže kalcijev ion (Ca2+), mesta za fosforilacijo, mesto za vezavo 
fosfatidilne kisline (PA) ter mesto za vezavo Rac-GTPaze (Oda in sod., 2010).  
Proteini RBOH prenašajo elektrone iz NADPH ali FAD v citosolu do kisika v apoplastu, 
kjer nato nastane (O2●−), ki se spontano ali preko superoksid dismutase pretvori v H2O2. 
V Arabodopsis thaliana imata ob napadu patogena proteina RBOHD (homolog RBOHD v 
krompirju) in RBOHF (homolog RBOHA v krompirju), od desetih znanih proteinov 
RBOH, glavno vlogo pri akumulaciji ROS v apoplastu (Qi in sod., 2017). 
2.1.3.2 Homolog D oksidaze oksidativnega izbruha (RBOHD) 
Za hitro, specifično in močno produkcijo ROS ob zaznavanju delcev PAMP z receptorji 
PRR je potreben protein RBOHD. Ta je najpogosteje nadzorovan preko vezave kalcijevih 
ionov (Ca2+) na motiv EF-ročice ter fosforilacije protein kinaz, odvisnih od (Ca2+). 
Nadzorovan je tudi neodvisno od kalcijevih ionov preko kinaze BIK (angl. botrytis-
induced kinase1), ki je substrat kompleksa PRR in direktno interagira s proteinom RBOHD 
ter ga fosforilira po zaznavanju PAMP (Kadota in sod., 2015). 
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V študiji, izvedeni na NIB-u, so z utišanjem gena dokazali, da je gen krompirja RbohD1 
pomemben faktor pri obrambi krompirja proti virusu PVY (N605-GFP), ker rastline niso 
bile sposobne zaustaviti širjenje virusa (Dušak, 2018). To so potrdili z opazovanjem lezij 
na zgornjih, neokuženih listih rastlin krompirja sorte Rywal. V nasprotju z 
netransformiranimi rastlinami sorte Rywal, so pri transformiranih rastlinah opazili lezije v 
zgornjih listih (Dušak, 2018).  
2.2 FUNKCIJSKA  ANALIZA GENOV 
Funkcijska genomika se ukvarja z odkrivanjem biološke funkcije določenega gena in 
medsebojnega delovanja genov ter njihovih produktov. Takšne raziskave so pomembno 
orodje pri transgeni rastlini. Zaradi revolucije v genomski tehnologiji je na voljo vedno več 
podatkov o zaporedju DNK, ki skupaj z metodo transformacije rastlin odpira nove 
eksperimentalne možnosti za funkcionalno analizo genov (Abdeeva in sod., 2012). Po 
zbiranju podatkov o zaporedju DNK, je sedaj na vrsti odkrivanje vloge delujočih genov ob 
različnih pogojih in v specifičnem tkivu. Pomembno vlogo za regulacijo in modifikacijo 
genov ima funkcionalna anotacija genov. Za preučevanje specifičnih genov in njihovih 
funkcij se uporablja mutagenezo transpozonov, vstavljanje T-DNK (angl. transfer 
deoxyribonucleic acid), majhno interferenčno RNA (siRNA) in mikroRNA (miRNA),  
ciljno usmerjene lokalne lezije v genomih (TILLING, angl. targeting-induced local lesions 
in genomes) (Singh in sod., 2016). Med novejše tehnologije preurejanje genomov spadajo 
nukleaza cinkovih prstov (ZFN, angl. zink-finger nucleases), transkripcijskim aktivatorjem 
podobna efektorska nukleaza (TALEN, angl. transcription activator-like effector nuclease) 
in RNA-vodeni endonukleazni sistem, gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih 
ponovitev CRISPR/Cas9 (angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats). 
Te metode s pomočjo restrikcijskih encimov povzročijo dvoverižni prelom na tarčnem 
mestu s pomočjo vodilnega proteina ali RNA. 
 
Glavne metode funkcionalne genomike torej predstavljajo: 
- Funkcionalna anotacija genov, kjer se ugotovi funkcija genov na podlagi primerjav  
genomov in proteomov s homologi druge vrste 
- Povečano izražanje gena v transgenih rastlinah, kjer se poveča izražanje gena preko  
aktivacije endogenih genov s transktipcijskimi ojačevalci ali z izražanjem transgena 
preko uravnavanja z močnim promotorjem 
- DNK-RNK hibridizacija ali utišanje gena (RNAi), kjer se začasno prekine učinek 
izražanja gena 
- analiza prostorskega in časovnega izražanja gena s pomočjo fluorescentnih 
proteinov (Abdeeva in sod., 2012) 
- Preučevanje vzorca izražanja genov pri različnih pogojih ter primerjava izražanja z 
genom z znano funkcijo preko spletnega orodja izražanja genov (CoNekT, angl. 
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Co-expression Network Toolkit),. To orodje omogoča analizo in primerjavo med 
različnimi vrstami  (Proost in Mutwil, 2018) 
2.2.1 Regulacija genov 
Rast, razvoj in prilagajanje rastlin je regulirano preko izražanja genov, kjer imajo glavno 
vlogo promotorji. Ti preko cis-elementov sprožijo transkripcijo genov (slika 4). Večina 
genov se izraža ali je utišanih glede na fizične in kemične dražljaje. Regulacija izražanja 
genov je pomembna za koordinirano deljenje celic, diferenciacijo, razmnoževanje in druge 
pomembne razvojne procese. Do regulacije genov pri evkariontih lahko pride na nivoju 
organizacije kromatina, modifikacije DNK, RNK ali proteinov, najbolj pomemben 
regulatorni korak pa je začetek transkripcije gena (Mithra in sod., 2017). 
 
Slika 4: Regulatorni elementi transkripcije genov evkariontov; TSS začetek transkripcije, UTR neprevedena 
regija, IME ojačevalec pod vplivom introna; E1, E2 and E3 so eksoni; I1 and I2 sta introna (Mithra in sod., 
2017). 
Promotor je cis-aktivatorski DNK fragment, ki sproži in regulira transkripcijo določenega 
gena. Te sekvence DNK so del delujočega gena in se pojavljajo na 5' koncu. Promotor 
vsebuje dve pomembni regiji. Prva je jedrna regija, na katero se veže RNA polimeraza II in 
sproži osnovno raven transkripcije. Druga je oddaljena regija, ki vsebuje cis-regulatorne 
motive za prostorski in časovni nadzor izražanja gena (Rombauts in sod., 2003).  
V rastlinski podatkovni bazi je dostopnih 8301 promotorjev, največ iz riža in repnjakovca. 
Ti promotorji skupaj vsebujejo 31.259 motivov za vezavo transkripcijskih faktorjev. Na 
podlagi narave izražanja, so promotorji razdeljeni v več skupin: konstitutivni, tkivno 
specifični, časovno specifični in inducibilni. Sintetični promotorji, ki se jih sestavlja v 
laboratorijih za razvoj transgenih rastlin, imajo specifične cis-elemente in ponovitve in so 
lahko vstavljeni na različnih pozicijah okoli želenega gena (Mithra in sod., 2017). 
2.2.2 Konstitutivno izražanje 
Konstituitivni promotorji sodelujejo pri stalnem izražanju genov in niso tkivno specifični. 
Izražajo reporterske gene in gene za selekcijski marker za vzpostavitev učinkovite 
transformacije določene rastline. Za zmanjšanje neugodnih učinkov gensko spremenjenih 
rastlin na njihovo učinkovitost, se mora vzpostaviti ustrezna raven genskega izražanja v 
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primernem delu rastline. Z uporabo enakega konstitutivnega promotorja za več transgenov 
v eni rastlini, lahko pride do utišanja genov zaradi homologije, verjetnost za to se pri 
uporabi različnih promotorjev zmanjša. Poleg tega se izražanje genov pod nadzorom 
konstitutivnega promotorja v nekaterih primerih ne pojavlja v vseh tipih tkiva. Prav tako 
ima lahko konstitutivno izražanje gena v stresnih pogojih velik vpliv na rast rastlin, tudi ko 
stresa ni več (Shah in sod., 2015). 
2.2.2.1 Konstitutivni promotorji 
Promotor virusa mozaika cvetače (CaMV) 35S je pogosto uporabljen rastlinski promotor, 
ki se uporablja za konstitutivno prekomerno izražanje genov. Izražanje genov pod kratkim 
promotorjem 35S je primerljivo izražanju genov pod malo daljšim promotorjem 35S 
(Odell in sod., 1985). 
Veliko konstitutivnih promotorjev se pridobi iz genov aktina in ubikvitina rastlin. Mednje 
spadajo promotor aktina riža (Actl), promotor alkohol 12 dehidrogenaze1 koruze (Adhl), 
promotor trstnega baciliform badnavirusa (ScBV), promotor ubikvitina koruze (Ubi1 in 
Ubi2), ki jih uporabijo predvsem pri enokaličnicah. Promotor Act2 je bil pridobljen iz gena 
aktina repnjakovca, je komponenta citoskeleta in se izraža v vsaki rastlinski celici (Shah in 
sod., 2015). 
Uporablja se tudi konstitutivne promotorje izolirane iz agrobakterij. Agrobakterije 
proizvajajo opine (manopin, oktopin in nopalin), ki imajo svoje promotorje, za aktivacijo 
genov po vstavitvi v rastlinski genom. Bakterija opine uporablja kot vir ogljika, dušika in 
energije. Izolirali so promotorje nopalin sintaze (nos), oktopin sintaze (ocs) ter manopin 
sintaze (mas) (Tzfira in Citovsky, 2006).  
2.2.3 Inducibilno izražanje 
Inducibilni sistem izražanja se uporablja za razvoj promotorskega sistema, kjer je potrebna 
natančna časovna regulacija izražanja transgena. Uporablja se v situacijah, kjer je 
nepravilno izražanje gena lahko škodljivo ali celo smrtonosno predvsem med razvojem 
rastline. Inducibilno izražanje želenega gena na določeni stopnji razvoja lahko pripomore k 
razumevanju korelacije med fenotipom in izražanjem specifičnega gena. Bolj natančno se 
lahko nadzoruje pretok metabolitov v rastlinah s povečanim izražanjem encimov. Nadzor 
nad transkripcijo s specifičnimi promotorji lahko pripomorejo k analizi RNK in pretvorbi 
proteinov. Sistem nadzora izražanja genov ima lahko pomembno vlogo v biotehnologiji pri 
pogojnem izražanju genov pesticidov, tarčenem izražanju genov odpornih na herbicide ali 
pri sprožitvi sinhronega cvetenja ali zorenja (Shah in sod., 2015). 
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2.2.3.1 Inducibilni promotorji 
Za začetek nekaj splošnih značilnosti o inducibilnih promotorjih. Inducibilni promotorji se 
odzivajo na dražljaje iz okolice in na podlagi zunanjih vplivov zagotavljajo natančno 
regulacijo izražanja transgena. Pri tej skupini promotorjev je izražanje genov nadzorovano 
z nanosom kemičnega sredstva na rastlino, tako na laboratorijski ravni kot v agrikulturi. 
Inducibilne rastlinske promotorje se razvršča v več skupin: odzivne na endogene signale 
(rastlinski hormoni), na zunanje fizične dražljaje (biotski in abiotski stres) ter na zunanje 
kemične dražljaje (Hernandez-Garcia in Finer, 2014). Ogromno promotorjev, ki se 
odzivajo na hormone živali, rastlin, insektov in sesalcev, so že okarakterizirali in 
učinkovito uporabili pri rastlinah (Padidam in sod., 2003). Promotorja kot sta GVG 
(inducibilen z glukokortikoidom) in XVE (inducibilen z estrogenom) sta narejena iz 
sestavnih delov promotorjev sesalcev in se uporabljata za regulacijo izražanja genov v 
rastlinah (Okuzaki in sod., 2011; Aoyama in Chua, 1997). Prednost inducibilnega 
promotorskega sistema, ki uporablja heterologne komponente iz drugih organizmov, je da 
se ne inducira s komponentami z endogenih poti samih rastlin. Sistem se največ uporablja 
za povečano produkcijo rekombinantnih proteinov, za funkcijske analize smrtonosnih in 
škodljivih genov ter za produkcijo transgenih rastlin brez selekcijskih markerjev 
(Hernandez-Garcia in Finer, 2014). 
Poleg sintetičnih inducibilnih promotorjev, poznamo tudi endogene, ki jih izberemo med 
geni, pomembnimi pri obrambi pred patogeni. Popoln obrambni inducibilni promotor bi bil 
v odsotnosti patogena neaktiven in imel zmožnost hitre aktivacije ob napadu različnih 
patogenov. Biosinteza prevelike količine nepotrebnih rekombinantnih proteinov pod 
nadzorom konstitutivnih promotorjev pri transgenih rastlinah lahko predstavlja veliko 
metabolno obremenitev in posledično porabo energije, ki je namenjena povečanju biomase 
in pridelka. Obrambni inducibilni promotorji so bili izolirani iz mnogih genov, ki 
sodelujejo pri obrambnem odzivu. Med te sodijo promotorji defenzinov (Kovalchuk in 
sod., 2010), promotor riža OsPR10a (Hwang in sod., 2008) in promotor ječmena GER4 
(angl. Germin-Like) (Himmelbach in sod., 2010). Pri mehanski poškodbi rastline je 
obrambni odziv podoben kot pri napadu patogenega organizma na rastlino. Zato bi se 
promotorje, ki se odzivajo na mehanske poškodbe, lahko uporabilo pri aktiviranju 
obrambnih genov. Promotorji mehanskih poškodb namreč aktivirajo gene PR (Kovalchuk 
in sod., 2010).  
2.2.3.2 Inducibilni sistemi 
Inducibilne sisteme sestavlja kombinacija inducibilnega promotroja z reporterskim genom 
ali tarčnim genom. Omogočajo regulacijo ekspresije genov na določeni stopnji razvoja 
rastline ter v točno določenem rastlinskem tkivu. Nanos ustrezne spojine na transgene 
rastline omogoča natančen časovni in prostorski nadzor izražanja genov. Inducibilni sistem 
je lahek za opravljanje in hiter. Najbolj uporabljeni inducibilni sistemi so tisti, ki jih 
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induciramo z etanolom (AlcR/AlcA), deksametazonom (GR fuzija, GVG, in pOp/LhGR), 
β-estradiolom (XVE/OlexA) in toplotnim šokom. Inducibilni sistemi so navadno 
sestavljeni iz dveh komponent. Prva komponenta je običajno himerni transkripcijski faktor, 
ki se specifično veže na kontrolirane promotorje. Himerni transkripcijski faktor je 
sposoben aktivirati promotor šele po aktivaciji in običajno ga imenujemo aktivator. Drugo 
komponento navadno imenujemo poročevalec ali efektor, ta vsebuje vezavna mesta za 
aktivator in tako nadzoruje izražanje želenega gena ali tarčnega gena (slika 5). Aktivator je 
običajno pod nadzorom promotorja CaMV35S. Ta promotor omogoča močno in 
vsestransko izražanje. Alternativa temu je aktivator pod nadzorom promotorja, ki deluje v 
določenih tkivih in se uporablja pri eksperimentih za lokalno izražanje genov. Poročevalec 
je običajno obdan z minimalnim promotorjem 35S, kar omogoča vezavo osnovne 
transkripcijske mašinerije, a minimizira njegovo aktivacijo z endogenimi transkripcijskimi 
aktivatorji. Aktivator in poročevalec sta lahko del iste transkripcijske kasete (slika 5) 
(Borghi, 2010). 
 
Slika 5: Inducibilno izražanje transgena. A) Dvo-komponentni sistem za inducibilno izražanje z β-
estradiolom. Himerni transkripcijski faktor XVE na aktivatorju se po indukciji z β-estradiolom veže na 
promotor OlexA na poročevalcu in to privede do transkripcije želenega gena (Shinmyo in sod., 1998). B) 
Vektor s T-DNK regijo za inducibilno izražanje z deksametazonom. Himerni transkripcijski faktor GVG se 
po tretiranju z dekametazonom veže na šest kopij GAL4 UAS in s tem se aktivira transkripcija želenega gena 
(Aoyama, 1998). 
Slabost konstitutivnega in vsestranskega izražanja aktivatorja je, da se glede na položaj 
vstavitve v genom lahko spremeni aktivnost aktivatorja in posledično poročevalca (Baroux 
in sod., 2005). Visoka raven transkripcije aktivatorja lahko vodi do PTGS ali do 
nespecifične vezave, kar lahko inaktivira sistem ali vodi do stranskih učinkov pri razvoju 
rastlin (Schubert in sod., 2004). Binarni sistemi pa zagotavljajo raznolikost z različnimi 
izbirami in kombinacijami linij aktivatorja in poročevalca, kar vodi do celotnega 
inducibilnega sistema, ki je lahko specifičen za različna tkiva. Inducibilni sistem se lahko 
aktivira z zalivanjem, škropljenjem, z dodajanjem aktivirajoče komponente v zemljo ali pa 
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na samo rastlino. Načini tretiranja in metode preučevanja učinka na rastline se razlikujejo 
glede na konstrukt, ki je bil transformiran v rastlino (Borghi, 2010). 
2.2.3.3 Glukokortikoidni inducibilni sistem 
Glukokortikoidni inducibilni sistem je eden od pogosto uporabljenih inducibilnih sistemov, 
ki za aktivacijo endogeno izraženega transkripcijskega faktorja uporablja sintetični 
glukokortikoidni hormon deksametazon, ki pozitivno regulira izražanje tarčnega gena 
(Aoyama in Chua, 1997). Glukokortikoidni inducibilni sistem vsebuje himerni 
transkripcijski faktor GVG, ki je sestavljen iz vezavne domene kvasovke Gal4, 
aktivatorske domene herpes virusa VP16 ter iz glukokortikoidnega receptorja podgane 
(GR) (Ouwerkerk, 2001) (slika 6). Indukcija temelji na lastnosti domene GR, da v 
odsotnosti indukcije konstitutivno izraženje proteina GVG usmerja v citoplazmo (Aoyama 
in Chua, 1997). Po tretiranju z glukokortikoidnim hormonom, kot je deksametazon, se 
protein GVG prenese v jedro, kjer se veže na prepoznavno mesto za GVG, klonirano 
navzgor od tarčnega gena in sproži transkripcijo tarčnega gena (McNellis, 1998). Za 
izražanje gena reguliranega z GVG velja, da se hitro inducira ter da je njegova kontrola 
zelo nadzorovana (Ouwerkerk, 2001). Glukokortikoidni receptor spada v družino 
receptorjev steroidnih hormonov vretenčarjev. GR ni samo receptor ampak je tudi 
transkripcijski faktor, ki v prisotnosti glukokortikoida sproži transkripcijo preko vezave na 
specifičen promotor. Ti promotorji vsebujejo elemente, ki se odzivajo na glukokortikoid 
(GRE) (angl. glucocorticoidresponse elements) (Beato, 1989). Sistem GR je dober 
indukcijski sistem pri rastlinah, saj je preprost in sam glukokortikoid ne sproži nikakršnih 
stranskih učinkov (Schena in sod., 1991).  
 
 
Slika 6 Struktura gena GVG. Fragmenti DNK, ki kodirajo himerni transkripcijski faktor GVG, so nameščeni 
med promotor 35S in poli(A) sekvenco majhne podenote ribuloza bifosfat karboksialze graha (rbcS-E9); 
GAL4: vezavne domene kvasovke, VP16:aktivatorske domene herpes virusa, GR: glukokortikoidni receptor 
podgane (Aoyama in Chus, 1997). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Plazmidi 
Pri poskusih inducibilnosti promotorja smo uporabili binarni plazmidni vektor pTA7002, 
ki je dolg 14174 baznih parov (bp) (slika 7).  
 
Slika 7: Plazmidna karta vektorja pTA7002 in vstavljena regija. A. Celotni vektor. B. Približan pogled 
fragmenta med levim in desnim robnim zaporedjem. RB:desno robno zaporedje, 35S: 35S promotor virusa 
mozaika cvetače, GVG: vezavna domena GAL4-aktivacijska domena VP16-fuzija GR, E9: terminator 
majhne podenote ribuloze bifosfat karboksialze-E9, NOS: promotor noplalin sintaze, HPT: higromicin 
fosfotransferaza, NOS: terminator noplalin sintaze, XhoI in SpeI: restrikcijska mesta, 3A: terminator ribuloze 
bifosfat karboksialze-3A, LB: levo robno zaporedje, Kan: odpornost na kanamicin 
 
Binarni plazmidi delujejo na principu, da se v genom rastline vgradi le zaporedje med LB 
in RB. Plazmid pTA7002 vsebuje zapis ColE1 ori za podvojevajne v E.coli ter ori V za 
podvojevanje v agrobakterijah. Prav tako vsebuje cis in trans-elementa v T-DNK regiji 
plazmida. Trans-element GVG je sestavljen iz vezavne domene DNK GAL4, iz 
transaktivatorske domene VP16, iz receptorske domene GR ter promotorja 35S. Cis-
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element je sestavljen iz 6x GAL4 UAS in regije TATA promotorja 35S. Želeno kodirajočo 
sekvenco se vnese navzdol od inducibilnega promotorja s pomočjo restrikcijskih mest 
XhoI in SpeI. Kodirajoča sekvenca mora vsebovati start in stop kodon. Plazmid vsebuje 
tudi gen za odpornost na kanamicin, ki omogoča selekcijo pri bakterijah ter gen za 
odpornost na higromicin, ki omogoča selekcijo pri rastlinah.  
Za izboljšanje izražanja YFP po prehodni transformaciji rastlin smo uporabili vektor s 
konstruktom p19. Ta konstrukt kodira gen za protein p19, ki je virusni zatiralec utišanja 
RNA iz tombusvirusov. Po agroinfiltraciji pride do prenosa T-DNK in ektopičnega 
izražanja želenega gena v rastlinskih celicah. Vendar je uporabnost sistema omejena, ker 
izražanje proteina upade po dveh do treh dneh. Do tega pride zaradi utišanja genov po 
transkripciji (PTGS). S sočasnim izražanjem proteina p19, ki je zatiralec genskega utišanja, 
se prepreči PTGS v infiltriranem tkivu in izražanje želenega gena je bolj učinkovito 
(Voinnet in sod., 2003).  
Za pomnoževanje želenega gena smo uporabili plazmid pJET1.2 z vstavljenim želenim 
genom. Plazmid vsebuje regijo rep za pomnoževanje, gen bla za odpornost na ampicilin, 
letalni gen eco47IR za omogočanje pozitivne selekcije ter mesto za kloniranje (MCS, angl. 
multiple cloning site).  
3.1.2 Bakterije 
3.1.2.1 Escherichia coli 
Pri poskusih transformacije po kloniranju smo uporabili kemijsko kompetentne E.coli, sev 
TOP10, ki so bile pripravljene na Nacionalnem inštitutu za biologijo. 
3.1.2.2 Agrobacterium tumefaciens 
Za prehodno transformacijo tobaka (Nicotiana benthamiana) smo uporabili 
elektrokompetentne bakterije Agrobacterium tumefaciens, sev GV3101. Za stabilno 
transformacijo krompirja (Solanum tuberosum L.) smo uporabili elektrokompetentne 
bakterije Agrobacterium tumefaciens, sev LBA4404. 
3.1.3 Rastlinski material 
3.1.3.1 Tobak Nicotiana benthamiana 
Pri poskusu prehodne transformacije smo uporabili rastline tobaka (Nicotiana 
benthamiana) (ID:416). Semena smo pretresli v čašo in njih za nekaj ur prelili z 
giberelinsko kislino, nato sprali z vodo ter posejali. Rastline smo gojili v rastni komori pod 
naslednjimi pogoji: fotoperiodo 16 ur svetlobe in 8 ur teme, temperaturo 20 ± 2 °C in 
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relativno zračno vlago 75 ± 2 %. Ko so bili poganjki dovolj veliki, smo jih presadili 
vsakega v svoj lonček in jih gojili v rastni komori z enakimi razmerami. Za poskus smo 
uporabili tri tedne stare rastline.  
3.1.3.2 Krompir Solanum tuberosum L. 
Pri poskusu stabilne transformacije smo uporabili krompir (Solanum tuberosum L.) sorte 
Rywal iz zbirke tkivnih kultur na Nacionalnem inštitutu za biologijo in transgene rastline 
krompirja sorte Rywal, poimenovan NahG-Rywal, ki zaradi vnesenega bakterijskega gena 
za encim salicilat hidroksilazo, razgrajuje salicilno kislino in preprečuje akumulacijo le-te. 
Rastline smo gojili v rastni komori pod zgoraj navedenimi pogoji. 
3.1.4 Gojišča za bakterije 
Uporabili smo več različnih gojišč za bakterije. Njihova sestava je podana v spodnji 
preglednici (preglednica 1). 
Preglednica 1: Uporabljena bakterijska gojišča in njihova sestava 
Ime gojišča Sestava gojišča Končna koncentracija pH 
LB tekoči  
 
 
LB agar 
Tripton (Bacto)  
Kvasni ekstrakt (Bacto)  
NaCl (Merck) 
 
Tripton (Bacto)  
Kvasni ekstrakt (Bacto)  
NaCl (Merck) 
Agar (Bacto)* 
 
10 g/L 
5 g/L 
5 g/L  
 
10 g/L 
5 g/L 
5 g/L  
15 g/L
 
7,5 
 
7,5 
YM Kvasni ekstrakt (Bacto)  
Manitol (Kemika)  
MgSO4 x 7H2O (Merck) 
K2HPO4 x 3H2O (Kemika)  
NaCl (Merck) 
Agar (Bacto) 
0,4 g/L 
10 g/L 
0,2 g/L 
0,5 g/L 
0,1 g/L 
15 g/L 
7 
YEB Goveji ekstrakt (Kemika) 
Kvasni ekstrakt (Bacto) 
Pepton (Bacto) 
Saharoza (Kemika) 
MgSO4 x 7H2O (Merck) 
 
 
5 g/L 
1 g/L 
5 g/L 
5 g/L 
0,5 g/L 
 
7,2 
 
Pri gojiščih LB in YM smo za selekcijo uporabili antibiotike: 
- Kanamicin (50 µg/ml) 
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- Ampicilin (100 µg/ml) 
- Rifampicin (10 µg/ml) 
3.1.5 Gojišča za rastline 
Pri stabilni transformaciji krompirja smo uporabili naslednja gojišča (preglednica 2). 
Preglednica  2: Uporabljena rastlinska gojišča in njihova sestava 
Ime gojišča Sestava gojišča Končna koncentracija pH 
MS30 Murashige in Skoog medij z vitamini (MS) 
(Duchefa)  
Saharoza (Kemika) 
Agar (Bacto) 
5 g/L 
 
30 g/L 
8 g/L 
5,8 
MCI MS (Duchefa) 
Glukoza-brezvodna (Kemika) 
Agar (Bacto) 
 
Po avtoklaviranju 
NAA (1mg/mL) 
BAP (1mg/mL) 
Makrocef (250 mg/mL) 
Higromicin (100 mg/mL) (selekcijski 
marker) 
5 g/L 
16 g/L 
8 g/L 
 
 
5 mL/L 
100 µL/L 
2 mL/L 
200 µL/L 
 
5,8 
GR2 MS (Duchefa) 
Glukoza-brezvodna (Kemika) 
Agar (Bacto) 
 
Po avtoklaviranju  
GA3 (1 mg/mL) 
NAA (0,1 mg/mL) 
Makrocef (250 mg/mL) 
Trans zeatin ribozid (1mg/L) 
Higromicin (100 mg/mL) (selekcijski 
marker) 
5 g/L 
16 g/L 
8 g/L 
 
 
20 µL/L 
100 µL/L 
2 mL/L 
2 mL/L 
200 µL/L 
5,8 
MS15 MS (Duchefa) 
1,5% Saharoza (Kemika) 
Agar (Bacto) 
 
Po avtoklaviranju 
Makrocef (250 mg/mL) 
Higromicin (100 mg/mL) (selekcijski 
marker) 
5 g/L 
15 g/L 
9 g/L 
 
 
2 mL/L 
200 µL/L 
 
5,8 
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3.1.6 Raztopina deksametazona 
Za tretiranje rastlin z deksametazonom (Sigma-Aldrich, D1756 ) smo pripravili 30µM 
raztopino z 0,01% (w/v) Tween-20. V 1,5mL epico smo zatehtali 0,0048 g deksametazona 
in ga raztopili v 400µL dimetil sulfoksida (DMSO). Ko je bila raztopina pripravljena smo 
jo prenesli v 400mL miliQ vode, ki smo ji predhodno dodali 40µL Tween-20. Na dan 
aplikacije smo raztopino prelili v stekleničko s pršilom. Rastline smo razporedili na 
pladnje in jih po listih z razdalje 30 centimetrov poškropili z raztopino deksametazona. 
Nato smo jih pustili dve uri, da so se listi posušili, in jih vrnili nazaj v rastno komoro. 
3.1.7 Reagenti 
- Komplet za izolacijo plazmidov: Wizard® Plus SV Minipreps DNA 
Purification System (Promega) 
- Komplet za reakcijo PCR: Phusion® High-Fidelity PCR Kit (Biolabs) 
- Komplet za reakcijo PCR na osnovi bakterijske kolonije: KAPA2GTM 
Robust HotStart Colony PCR (Kapa biosistems) 
- Komplet za kloniranje: CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher 
Scientific)  
- Nanašalni pufer za elektroforezo: Gel Loading Dye, Purple (6X) (NEB) 
- Komplet za izolacijo DNK iz agaroznega gela in za čiščenje PCR 
produktov: Wizard® SV Gel and PCR Clean- Up System (Promega) 
- Komplet za izolacijo DNK: DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) 
- Komplet za izolacijo RNK: RNeasy Mini Kit (QIAGEN) 
- Kemijsko kompetentne celice bakterij E. coli One Shot® TOP10 (Invitrogen) 
- Elektrokompetentne celice bakterij A. tumefaciens GV3101 in LBA4404 
3.1.8 Programska oprema 
- Program za vizualizacijo plazmidov in za 
določitev začetnih oligonukleotidov: Snapgene 
http://www.snapgene.com/ 
- Določitev lastnosti začetnih oligonukleotidov: Oligoanalyzer 
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
- Program za poravnavo nukleotidnih zaporedij po sekvenciranju: 
Vector NTI verzija 9 – AlignX (Invitrogen) 
- Program pa načrtovanje začetnih oligonukleotidov: AssemblX 
http://assemblx.mpimp-golm.mpg.de/ 
- Program za slikanje agaroznih gelov: UVI Photo MW (Biosystematica) 
- Program za delo s konfokalno lupo: Leica LAS X (Leica Microsystems) 
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- Program za obdelavo podatkov qPCR: quantGenius 
http://quantgenius.nib.si 
3.2 METODE 
3.2.1 Kloniranje 
3.2.1.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov za klasično kloniranje 
Za načrtovanje začetnih oligonukleotidov pri klasičnem kloniranju smo uporabili program 
Snapgene. Za preverjanje ustreznosti začetnih oligonukleotidov smo uporabili 
Oligoanalyzer. Preverili smo temperaturo ujemanja, kjer ne sme biti razlike v temperaturi 
za več kot 5°C. Preverili smo GC vsebnost, kjer je ustrezna vrednost približno 50 %. 
Pozorni smo bili tudi na to, da začetni oligonukleotidi niso bili predolgi ali prekratki (18-
25 nt). 
Pri načrtovanju začetnih oligonikleotidov genov, ki smo jih pozneje klonirali v plazmid 
plazmid pTA7002, smo izbranim začetnim oligonikleotidom dodali nukleotidno zaporedje 
specifično za restrikcijska encima XhoI (CꜜTCGAG) in SpeI (AꜜCTAGT) (tabela 3). S 
pomočjo načrtanih začetnih oligonukleotidov smo s PCR reakcijo na 5' konec gena dodali 
nukleotidno zaporedje za encim XhoI, na 3’ konec pa nukleotidno zaporedje za encim SpeI 
(tabela 3; ime gena XhoI F in ime gena SpeI R). 
Za preverjanje uspešnosti kloniranja smo načrtovali začetna oligonukleotida specifična za 
plazmid pTA7002. Izbrana začetna oligonukleotida se nahajata približno 60 baznih parov 
pred začetkom vstavljenega gena in približno 60 baznih parov po koncu vstavljenega gena 
(tabela 3; pTA7002_F in pTA7002_R). V primeru gena RbohD smo za sekvenciranje 
uporabili še dodaten par začetih oligonukleotidov, specifičnih za zaporedje RbohD, da smo 
določili zaporedje celotnega gena (preglednica 3; RBOHD_hRNA_F1 in 
RBOHD_hRNA_R1). 
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Preglednica 3: Uporabljeni začetni oligonukleotidi z mestom restrikcije za kloniranje, njihovo zaporedje in 
temperatura prileganja 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje Tm 
(°C) 
YFP_XhoI_F  5’-GTCACCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3’ 61,4 
YFP_SpeI_R  5’-GTCGGACTAGTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’ 57 
TGA2.1_XhoI_F 5’-
GTCACCTCGAGATGGATGCAATGGGTGATAGGGAAG-3' 
58,9 
TGA2.1_SpeI_R 5’-GTCGGACTAGTTTATTGCTCTCGTGGTCTGGCA-3' 58,6 
pTA7002_F 5’-ACCTCGATCGAGATCTTCGCA-3’ 57,8 
pTA7002_R 5’-GTGTGGGCAATGAAACTGATGC-3’ 57,3 
RBOHD1&2_SpeI_R: 5'-
GTCGGACTAGTTCAAAAATTTTCTTTATGGAAATCAAAC
 -3'  
 
50,5 
RBOHD1&2_Sotub_XhoI_F: 5'-GTCACCTCGAGATGCAAAATCCAGAAGATCAC-3'        51,1 
RBOHD1&2_RyTranscrip_XhoI
_F: 
5'-GTCACCTCGAGATGGCAATATGCAAAGCTT-3' 50,5 
RBOHD_hRNA_F1 5'- CACCTGCAGATGGTAGACTTACAGAAGAAG-3' 62,3 
RBOHD_hRNA_R1 5'- ACAAACACAATGACCCATGACAT-3' 63,5 
3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Nukleotidno zaporedje genov YFP, TGA2.1 in RbohD smo pomnožili s pomočjo DNK 
polimeraze Phusion® High-Fidelity PCR (Biolabs). Phusion DNK polimerazo smo 
uporabili, ker ima sposobnost kontrolnega branja s katerim popravlja morebitne napake pri 
prepisovanju. S 5´→ 3´polimerazno aktivnostjo in 3´→ 5´ eksonukleazno aktivnostjo 
privede do nastanka produktov PCR s topim koncem. 
Za vsako nukleotidno zaporedje genov smo uporabili specifične začetne oligonukleotide z 
dodanim restrikcijskim mestom na 5' in 3' koncu (tabela 3). Matrično DNK za gen YFP 
smo pridobili iz plazmida pENTR, ki smo ga redčili na koncentracijo 10 ng/µL. Matrično 
DNK za gen TGA2.1 pa smo pridobili iz plazmida pENTR, ki smo ga prav tako redčili na 
koncentracijo 10 ng/µL. Za pomnoževanje gena RbohD smo uporabili cDNK iz sorte 
krompirja Rywal (10x in 100x redčitev). 
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Reakcijsko mešanico (preglednica 4) smo inkubirali v aparaturi PCR GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems). Nastavitve programa PCR so prikazane v preglednici 
(preglednica 5). Nastavili smo temperaturo prileganja, ki je ustrezala talilni temperaturi 
začetnih oligonukleotidov in čas podaljševanja, ki je odvisen od dolžine zaporedja gena (1 
min/kb). Uporabili smo Touchdowm metodo PCR, pri kateri se najvišja nastavljena 
temperature prileganja znižuje za 1 ºC na vsak cikel, do najnižje nastavljene temperature 
prileganja. S tem smo se izognili nespecifičnemu pomnoževanju. 
Preglednica  4: Sestava reakcijske mešanice za PCR 
Reagenti Založna 
koncentracija 
Končna 
koncentracija 
V 
reakcije 
(μl) 
V 
reakcije 
(μl) 
Voda   29 15 
5x Phusion HF 
pufer 
5x 1x     10 5 
dNTP mešanica 2,5 mM 
(posamezni 
dNTP) 
1 mM (250 µM 
posamezni 
dNTP) 
        4 1 
5' PCR začetni 
oligonukleotid 
10 μM 500 nM 2,5 1,25 
3' PCR začetni 
oligonukleotid 
10 μM 500 nM 2,5 1,25 
Phusion DNK 
polimeraza 
2 U/μl 1 U/μl 0,5 0,5 
Matrična DNK 100 ng/μl 1 ali 10 ng/μl         1 1 
Končni volumen   50 25 
Preglednica 5: Uporabljen program za reakcijo PCR  
Korak Temperatura Čas         Število ciklov 
Začetna 
denaturacija 
98 °C 3 min 1 
Denaturacija 98 °C 10 s  
Prileganje 62 °C 30 s 25 
Podaljševanje 72 °C 90 s  
Končno 
podaljševanje 
72 °C 5 min 1 
 4 °C ∞  
3.2.1.3 Agarozna elektroforeza 
Uspešnost verižne reakcije s polimerazo smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
Agarozni gel (1-%) smo pripravili tako, da smo zatehtali 1,8 g agaroze (Sigma), ji dodali 
180 mL 1x TAE (Tris-acetat-EDTA) pufra (Milipore) in raztopino segrevali v 
mikrovalovni pečici do vretja. Počakali smo, da se je raztopina nekoliko ohladila, ji nato 
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dodali 9 µL etidijevega bromida (Sigma, c = 1 μl / 20 ml raztopine agaroze), raztopino 
dobro premešali ter vse skupaj razlili v ustrezno velik nosilec z glavnički. Ko se je gel 
strdil, smo ga skupaj z nosilcem prenesli v elektroforezno kadičko in dodali toliko 1x TAE 
pufra, da je bil celoten gel potopljen. Pri izrezovanju in čiščenju fragmentov iz gela smo 
uporabili modificiran 1× pufer TAE (Millipore). 
Volumni vzorcev, ki smo jih nanesli na gel, so bili različni med poskusi. Koncentracija 
DNK, ki smo jo nanašali je bila 100 ng/μl. Za preverjene učinkovitosti PCR smo uporabili 
1 μl PCR produktov, za preverjanje uspešnosti kloniranja kolonij (Colony PCR) smo 
uporabili celoten volumen reakcije (10 μl). Vzorcem smo dodali zadostno količino 1x 
nanašalnega pufra (Loading Dye, Fermentas), ki vsebuje dve barvili (bromfenol modro in 
ksilen cianol), glicerol in vodo. V prvo luknjico na gelu smo nanesli 5 μl standarda Mass 
Ruler™ DNA Ladder Mix (Fermentas) in v ostale luknjice naše vzorce. Elektroforeza je 
potekala eno uro pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel osvetlili z UV 
svetlobo na transiluminatorju, ga slikali s programom UVI Photo MW (Biosystematica) in 
na podlagi lestvice določili dolžino fragmentov. 
3.2.1.4 Očiščenje produktov PCR  
Po končani reakciji PCR smo produkte očistili s pomočjo kita Wizard® SV Gel and PRC 
Clean-Up System (Promega) in sledili navodilom proizvajalca. Očiščenemu produktu smo 
izmerili koncentracijo in čistost DNK (razmerje absorbance pri dveh valovnih dolžinah 
260/280 in 260/230) s pomočjo nanodropa. Pred nanosom vzorca smo napravo umerili z 
1,5 µL vode brez nukleaz. 
3.2.1.5 Izolacija plazmida 
Pred izolacijo plazmida je potrebno pripraviti prekonočne kulture. Uporabili smo 15 mL 
falkonke, v katere smo dodali 5 mL gojišča LB in antibiotik za ustrezno selekcijo. V 
falkonke smo nacepili kolonije, ki vsebujejo želen konstrukt. Inokulat smo stresali v 
inkubatorju na 37 °C pri 250 obratih na minuto.  
Po 16-18 urah smo odpipetirali 750 µL kulture in jo prenesli v 2 mL safe-lock epice z 250 
µL sterilnega 80-% glicerola, vse skupaj dobro premešali in zamrznili v tekočem dušiku. 
Shranili smo jih v skrinjo na -80 °C.  
Za izolacijo plazmide DNK smo uporabili prekonočne kulture. Izolacijo smo izvedli po 
navodilih proizvajalca kompleta Plasmid isolation GenElut TM Plasmid Mini Prep Kit 
(Sigma). Koncentracijo izolirane plazmidne DNK smo izmerili na nanodropu (NanoDrop 
Technologies), pravilno dolžino pa smo preverili z uporabo agarozne gelske elektroforeze. 
Vzorce smo shranili na -20 °C.  
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3.2.1.6 Restrikcija plazmida in vnos inserta v rezklenjen plazmid 
Izoliran plazmid pTA7002 in s PCR pomnožen insert (YFP, TGA2.1, RBOHD) smo 
obdelali z restrikcijskima endonuleazama (NEB) (preglednica 6). Reagenti, ki smo jih 
uporabili pri reakciji restrikcije so navedeni v preglednici 7. Reakcijsko mešanico smo dve 
uri inkubirali na 37 °C in vmes dvakrat premešali.  
Preglednica 6: Uporabljena restrikcijska encima in njuno prepoznavno zaporedje 
 
 
 
 
 
 
 
Preglednica 7: Sestava reakcijske mešanice za restrikcijo 
Reakcijska mešanica Plazmid  Insert  
DNK 10 µg 1 µg 
XhoI 1 µL 1 µL 
SpeI 1 µL 1 µL 
10xCutSmart Buffer 5 µL 5 µL 
Voda brez nukleaz Do 50 µL Do 50 µL 
3.2.1.7 Izolacija DNK iz gela 
Po končani restrikciji smo celotni reakcijski mešanici dodali 30 µL nanašalnega pufra, 
naredili 1-% modificiran agarozni gel, restrikcijski mešanici nanesli na gel in elektroforezo 
pustili teči eno uro. Gel smo nato pogledali pod modro svetlobo transiluminatorja 
(Invitrogen) in s skalpelom previdno izrezali želene fragmente ter jih prenesli v epice. 
DNK smo očistili s pomočjo kita Wizard® SV Gel and PRC Clean-Up System (Promega) 
in sledili navodilom proizvajalca. Koncentracijo vzorcev smo izmerili s pomočjo 
nanodropa, z agarozno gelsko elektroforezo pa smo določili dolžino fragmentov DNK. 
Poleg lestvice smo nanesli tudi nerezan plazmid, da smo videli razliko v dolžini. 
3.2.1.8 Ligacija plazmida in inserta 
Plazmid in insert z ujemajočim koncem smo sestavili skupaj s pomočjo encima ligaze. 
Reakcijska mešanica je v preglednici 8. 
Restrikcijska endonukleaza Prepoznavno zaporedje 
XhoI (NEB) 5’  C↓TCGAG  3’ 
3’  GAGCT↑C  5’ 
SpeI (NEB) 5’  A↓CTAGT  3’ 
3’  TGATC↑A  5’ 
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Preglednica 8: Sestava reakcijske mešanice za ligacijo –čisto vse take 
Reakcijska mešanica pTA7002 + Insert pTA7002  
Plazmid   1 µL (50 ng) 1 µL 
Insert 10 µL (200 ng) / 
10x ligazni pufer  2 µL 2 µL 
Voda brez nukleaz 5 16 µL 
T4 DNK Ligaza 1 µL 1 µL 
 
Ligacijo smo inkubirali dve uri na sobni temperaturi. Po končani ligaciji smo reakcijsko 
mešanico postavili na led in nadaljevali s transformacijo v bakterijo E.coli.  
3.2.1.9 Transformacija bakterij E.coli One Shot® TOP 10 
Za transformacijo smo uporabili kemijsko kompetentne celice E. coli TOP 10, ki so jih 
predhodno pripravili na NIB-u. Te celice so sposobne sprejeti tujo DNK iz okolja.  
Celice smo postavili na led in počakali, da so se odtalile. Najprej smo 50 µL celicam 
dodali 3 µL ligacijske mešanice, jih narahlo pretresli in reakcijsko mešanico 30 minut 
inkubirali na ledu. Nato smo celice za 30 sekund prestavili v toplotno kopel z 42 °C ter jih 
zatem ponovno prestavili na led za dve minuti. S tem smo naredili toplotni šok in 
omogočili plazmidni DNK, da preide celično steno skozi pore. Celicam smo dodali 250 μl 
gojišča S.O.C., ki je bil segret na sobno temperaturo in epice inkubirali na 37 °C s 
stresanjem pri 225 obratih na minuto. Po eni uri inkubacije smo 50 µL in 150 µL celic 
nanesli na plošče na z gojiščem LB in ustreznim antibiotikom ter jih razmazali s hokejko. 
Uporabili smo gojišče LB s kanamicinom (50 μg/ml). Plošče smo dali v inkubator na 37 °C 
in pustili, da so bakterije zrasle čez noč. 
3.2.1.10 Transformacija bakterij Agrobacterium tumefaciens  
Transformacijo elektrokometentnih agrobakterij smo naredili z elektroporacijo. 
Elektrokompetentne agrobakterije smo predhodno pripravili na NIB-u. Za prehodno 
transformacijo smo uporabili sev GV3101, za stabilno transformacijo pa sev LBA4404, ki 
se uporablja za stabilno transformacijo.  
Bakterijske celice smo vzeli iz skrinje in jih imeli ves čas na ledu. Ko so se odtalile, smo 
80 µl celicam dodali 1 µl plazmidne DNK (100 ng/µL). Vsebino smo odpipetirali v 
ohlajeno kiveto (Eppendorf) in jo postavili v elektroporator. Elektroporirali smo pri 2,0 
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kV, 200 Ω in 25 µF. Takoj po elektroporaciji smo dodali 1 ml tekočega gojišča YM, ki 
smo ga predhodno segreli na sobno temperaturo. Nato smo celotno vsebino prenesli 
nazaj v epico in jo stresali 3 ure na 30 °C in 225 obratih na minuto. Transformirane celice 
A. tumefaciens smo razmazali na plošče YM z ustreznima selekcijskima antibiotikoma 
rifampicin (15 μg/mL) in kanamicin (50 μg/mL) in plošče inkubirali 48 ur v inkubatorju na 
30 °C. Na plošče smo razmazali različne volumne transformiranih celic, in sicer 5 µL, 10 
µl, 50 µL, 100 µL in 200 µL. 
3.2.1.11 Potrditev transformacije 
Za potrditev, da transformirane bakterijske kolonije, ki so zrasle na plošči, vsebujejo želen 
konstrukt, smo naredili PCR na osnovi kolonije (angl. Colony PCR). Za vsak konstrukt 
smo izbrali nekaj naključnih kolonij.  
Za izvedbo reakcije smo uporabili komplet reagentov KAPA2G Robust HotStart 
Polymerase with dNTP (250 U) (Kapa Biosystems). Sestava reakcijske mešanice je 
predstavljena v preglednica 9. Za preverjanje E.coli smo pred pripravo reakcijske mešanice 
izbrane kolonije ustrezno označili ter vsako resuspendirali v 50 µL sterilizirane vode. Za 
potrditev vnosa tarčnega gena v plazmid pTA7002 smo uporabili začetna oligonukleotida 
pTA7002 F in pTA7002 R. Nahajata se pred in po mestu vstavite inserta. Pri vseh 
reakcijah smo uporabili polimerazo KAPA2G (Kapa biosistems). Za negativno kontrolo 
smo namesto matrične DNK dodali 1 µl vode. 
V primeru A.tumefaciens smo izbrane kolonije resuspendirali v 20 μL sterilizirane vode, ji 
dodali 4 μL 1M NaOH, vse skupaj inkubirali 5 min na 37 °C in centrifugirali. Za matrično 
DNK smo uporabili 2 μL supernatanta. Uporabili smo komplet reagentov KAPA2G 
Robust HotStart Polymerase with dNTP (250U) (Kapa Biosystems) in enake začete 
oligonukleotide kot pri preverjanju transformacije E.coli. Reakcijska mešanica je prikazana 
v preglednici 11 . Pogoji reakcije PCR so prikazani v preglednici 10.  
Preglednica 9: Sestava reakcijske mešanice za PCR na podlagi kolonije za E.coli 
Reagenti Založna koncentracija Končna koncentracija ul/reakcijo 
Voda   4,54 
Pufer B 5x 1x 2 
mešanica dNTP  Vsak 10 mM Vsak 1 mM 1 
5' PCR začetni 
oligonukleotid 
10 mM 700 nM 0,7 
3' PCR začetni 
oligonukleotid 
10 mM 700 nM 0,7 
Polimeraza KAPA2G 5 U/ul 0,3 U 0,06 
Matrična DNK   1 
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V preglednici 10 so prikazni pogoji, ki smo jih uporabili za PCR na osnovi bakterijske 
kolonije. Spreminjali smo le čas podaljševanja glede na dolžino našega konstrukta, 
temperatura prileganja je ostala enaka. Izolirali smo plazmide in pripravili smo trajne 
kulture, kot je opisano zgoraj. 
Preglednica 10: Uporabljen program za PCR na osnovi kolonije 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 10 min 1 
Denaturacija 95 °C 30 s  
Prileganje 50 °C 15 s 30 
Podaljševanje 72 °C 2 min  
Končno podaljševanje 72 °C 5 min 1 
 4 °C ∞  
 
Preglednica 11: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije za A.tumefaciens 
Reagent Založna koncentracija Končna koncentracija μL/ reakcijo 
Voda   3,54 
Pufer B 5x 1x 2 
mešanica 
dNTP  
vsak 10 mM vsak 1 mM 1 
5' začetni 
oligonukleotid 
10 μM 700 nM 0,7 
3' začetni 
oligonukleotid 
10 μM 700 nM 0,7 
Polimeraza 
KAPA2G 
5 U/μl 0,3 U 0,06 
Matrična 
DNK 
  2 
Končni 
volumen 
  10 
3.2.1.12 Sekvenciranje 
S sekvenciranjem konstruktov smo želeli pokazati, da smo v vektorje sklonirali pravilen 
insert, ki ne vsebuje mutacij.  
Vzorce smo pripravili tako, da smo v epice odpipetirali 5 μl 5 μM začetnega 
oligonukleotida in 5 μl plazmida (80 - 100 ng/μl). Vsak vzorec smo sekvencirali s 5' in 3' 
začetnim oligonukleotidom, ki so bili enaki kot za PCR na podlagi kolonije. Sekvenciranje 
je opravilo podjetje Eurofins Genomics.  
S programom VectorNTI 9 Suite – Align X smo poravnali sekvencirana nukleotidna 
zaporedja z že znanimi nukleotidnimi zaporedji insertov. Rezultati poravnav so prikazani v 
prilogi 1. 
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3.2.2 Transformacija rastlin 
Bakterije A. tumefaciens se uporabljajo tako za stabilno kot za prehodno transformacijo. 
Prehodna transformacija omogoča hitro in merljivo produkcijo rekombinantnih proteinov 
ter funkcionalne študije gonoma. S stabilno transformacijo želimo doseči vnos naše T-
DNK v genom gostitelja in s tem doseči izražanje gena v naslednjih generacijah.  
Agrobakterije imajo učinkovito virulentno strategijo, ki povzroči nastanek tumorjev tako, 
da vnese virulentno molekulo DNK (T-DNK) v rastlinsko celico, ki se na koncu vgradi v 
genom gostitelja (Chilton in sod, 1977). Sposobnost agrobakterij, da vstavijo lastno DNK v 
genom gostitelja, je odvisno od velikega plazmida Ti (angl. Tumor inducing) (Gelvin, 
2003). Dve določeni regiji na plazmidu Ti, ki sta bistveni za indukcijo tumorjev, sta T-
DNK in regija vir. Ti dve regiji vsebujeta kodirajoče gene za proteine, ki so vključeni v 
biosintezo rastlinskih hormonov in opinov (Zupan in sod., 2000). Modificirane 
Agrobakterije vsebujejo binarni sistem vektorjev, ki je sestavljen iz oslabljenega plazmida 
Ti in majhnega obvladljivega plazmida (do 20 kba). Na majhnem plazmidu se nahaja T-
DNK regija, ki ne vsebuje genov agrobakterije (Gelvin, 2003). Izražanje gena po prehodni 
transformaciji ima svoj višek od drugega do četrtega dne po infiltraciji rastlinskega 
materiala. Prehodno izražanje naj bi bilo posledica ekspresije genov, ki se nahajajo na T-
DNK (Lacroix in Citovsky, 2013). Za stabilno transformacijo je značilen vnos T-DNK v 
genom gostitelja, kjer je po dodani selekciji povečana raven izražanja do 14 dni po 
infiltraciji (Janssen in Gardner, 1990).  
3.2.2.1 Prehodna transformacija 
Bakterije A. tumefaciens GV3101 z ustreznim konstruktom smo resuspendirali v falkonke s 
5 ml tekočega gojišča LB, z rifampicinom (15 μg/mL) in s kanamicinom (50 μg/mL) in jih 
inkubirali čez noč na 30 °C in 250 obratih na minuto. Po 16-ih urah smo kulturam izmerili 
OD (angl. Optical density) in vzeli tolikšno količino kulture, da je bil OD v 50 mL gojišča 
z antibiotikoma 0,1. Erlenmajerice s precepljeno kulturo smo inkubirali še približno štiri 
ure pri enakih pogojih, da smo dobili končni OD 0,5. Iz erlenmajeric smo kulture prelili v 
50 mL centrifugirke in jih centrifugirali na 4 °C pri 4000 obratnih na minuto. Od tu naprej 
smo imeli kolonije ves čas na ledu. Pelete smo resuspendirali v 10 ml gojišča LB in jih za 
30 minut pustili na ledu. Po centrifugiranju smo jih resuspendirali v tolikšnem volumnu 0,2 
mM acetosiringona (Sigma), da so imele bakterijske kulture vrednost OD 0,5-0,8. 
Bakterijsko suspenzijo smo z brizgo infiltrirali v liste rastline N. benthamiana. 
Izbrali smo dva lista, drugega in tretjega polno razvita lista, šteto od spodaj navzgor. 
Prehodno izražanje transgenov smo spremljali do dva tedna po agroinfiltraciji. Za 
označevanje jedra smo uporabili že pripravljeno trajno kulturo agrobakterij z vstavljenim 
histonskim markerjem (gen za rdeči fluorescenčni protein RFP (angl. red fluorescent 
protein), sklopljen s signalnim zaporedjem za histon, H2B. Pri naših konstruktih smo 
32 
Pogačar K. Vzpostavitev enostavnega sistema za inducibilno izražanje genov v tobaku in krompirju 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2019  
 
 
opazovali intenziteto rumenega fluorescenčnega proteina YFP (angl. yellow fluorescent 
protein).  
3.2.2.2 Stabilna transformacija  
Prvi dan smo bakterije A. tumefaciens LBA4404 z ustreznim konstruktom dopoldan 
resuspendirali v falkonke s 3 mL tekočega gojišča YEB, z rifampicinom (15 μg/mL) in s 
kanamicinom (50 μg/mL). Popoldan smo vzeli 1 mL kulture in jih prestavili v nova 
gojišča. Falkonke s kulturami smo nato inkubirali čez noč na 30 °C in 250 obratih na 
minuto. Drugi dan dopoldne smo kulturo prestavili v erlenmajerice s 50 mL gojišča YEB s 
kanamicinom in rifampicinom. Erlenmajericam smo dodajali po 250, 500 in 1000 μL 
kulture. Popoldan smo izmerili optično gostoto OD in izbrali kulturo, ki je imela OD 
najbližje 0,2. Ponovno smo jo prenesli v erlenmajerice s 50 mL gojišča YEB s 
kanamicinom in rifampicinom po 25, 50, 75, 100, 200 in 500 μL. Erlenmajerice s 
kulturami smo nato inkubirali čez noč na 30 °C pri 250 obratih na minuto. Tretji dan smo 
kulturam v erlenmajericah izmerili OD in izbrali kulturo, ki je imela OD med 0,4 in 0,7. 
Celice v tem območju eksponentno rastejo in so primerne za stabilno transformacijo 
rastlin. Izbrano kulturo smo nato iz erlenmajerice prelili v centrifugirko in jo centrifugirali 
10 minut na 4 °C pri 2700 obratih na minuto. Od tu naprej smo imeli kolonije ves čas na 
ledu. Pelet smo resuspendirali v 1,3 mL gojišča YEB. Za transformacijo smo uporabili 15 
plošč z gojiščem MS. Na 13 plošč smo nanesli po 100 μL kulture, dve plošči pa smo pustili 
brez bakterij. Kontrole so bile ena brez bakterij in brez selekcije, druga brez bakterij s 
selekcijo ter tretja z bakterijami brez selekcije. Nato smo pod sterilnimi pogoji v laminariju 
pripravili rastline krompirja sorte Rywal oz. NahG-Rywal, iz zbirke na NIB-u. V liste in 
stebla rastlin smo naredili 2-4 zareze in jih z zgornjo povrhnjico navzdol položili na gojišče 
v ploščah. Plošče smo nato dva dni inkubirali v temi na sobni temperaturi. Po dveh dneh 
smo izsečke prestavili na nova gojišča MCI z ustreznim antibiotikom in makrocefom, ki 
pobije agrobakterije. Plošče smo nato inkubirali v rastni komori pod pogoji: fotoperioda 16 
ur svetlobe in 8 ur teme, temperatura 20 ± 2 °C in relativna zračna vlaga 75 ± 2 %.  Po 
desetih dneh smo izsečke prestavili na gojišče GR2 z ustreznim antibiotikom in 
makrocefom. To smo ponavljali vsakih 14 dni in vsakič smo na novo zrasle poganjke 
prestavili na gojišča MS15. 
3.2.3 Tretiranje rastlin  
3.2.3.1 Tretiranje z deksametazonom 
Deksametazon (DEX) je sintetični glukokortikoidni hormon, ki smo ga uporabili za 
indukcijo izražanja genov. Za tretiranje smo pripravili 30 µM raztopino deksametazana. 
Odtehtali smo 4,8 mg deksametazona (Sigma) in ga raztopili v 400 µL DMSO (Agilent). 
Nato smo 200 µL raztopine odpipetirali v 200 mL miliQ vode z 20 µL 0.01% Tween-20 in 
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dobro premešali. Raztopino smo prelili v šprico za vodo in z razdalje 20-30 centimetrov 
pošpricali celotne agroinfiltrirane rastline. V določenih časovnih točkah po tretiranju smo 
vzorčili eno polovico agroinfiltriranega lista, drugo polovico lista pa smo opazovali pod 
konfokalno lupo. Način vzorčenja je prikazan na sliki 8.  
 
Slika 8: Prikaz vzorčenja za izolacijo RNK in za opazovanje listov pod konfokalno lupo. Mesto na listu, kjer 
smo vzeli vzorec za opazovanje pod konfokalno lupo (●). Drugo polovico lista smo odrezali s skalpelom in 
zamrznili v tekočem dušiku. 2-drugi razviti list, 3-tretji razviti list 
 
V primeru prehodne transformacije tobaka N.benthamiana smo vzorčili in opazovali liste 
pod konfokalno lupo za isto časovno točko. Časovne točke so si sledile glede na čas po 
tretiranju z deksametazonom: 0 ur, 2 uri, 3 ure, 4 ure, 5 ur, 6 ur, 7 ur, 24 ur, 48 ur, 72 ur, 96 
ur, 7 dni, 9 dni, 11 dni. Za kontrolo smo uporabili agroinfiltrirane rastline, ki jih nismo 
tretirali. V primeru tretiranja stabilno transformiranih rastlin krompirja sorte NahG-Rywal 
smo vzorčili poljubne liste po treh in po šestih urah po tretiranju.  
3.2.3.2 Okuževanje rastlin s PVY 
Za okuževanje rastlin krompirja smo uporabili virus PVY N605-GFP. Homogenat smo 
pripravili iz predhodno okuženega tobaka N. clevelandii. Na rastlinah krompirja smo 
označili prve tri razvite liste in jih posuli s karborundom. Nato smo pripravili inokulat tako, 
da smo okuženim listom tobaka N.clevelandii dodali štirikratno količino fosfatnega pufra z 
reagentom DIECA in jih ročno homogenizirali. Za kontrolo (MOCK) smo pripravili 
inokulat iz neokuženih listov tobaka. Na označene liste krompirja smo tri ure po tretiranju 
z DEX nanesli tri kapljice inokulata in jih rahlo razmazali po celotni površini lista. Po 
desetih minutah inkubacije smo okužene liste temeljito sprali z vodo.  
3.2.4 Konfokalna mikroskopija 
Na agroinfiltrirani polovici lista smo izbrali 5 regij in jih izrezali s skalpelom. Izrezane 
delce lista smo položili s spodnjo stranjo navzgor na objektno steklo, jih pokapljali z vodo 
in preko položili še krovno steklo. Regije lista smo opazovali z laserskim konfokalnim 
N.benthamiana 
pTA7002_YFP + RFP 
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mikroskopom Leica TCS LSI, povezanim z Leica Z6 APOA in objektivom PLAN APO 
5.0X/0.50 LWD. Slike smo obdelali s programom Leica LAS X (Leica Microsystems). 
Intenziteto fluorescence smo določili s programom LAS X tako, da smo obrobili vsako 
celico in dobili povprečno intenziteto fluorescence izbrane celice povrhnjice. 
Nastavitve konfokalnega mikroskopa pri opazovanju RFP in YFP. 
 Klorofil: vzbujanje z laserjem 488 nm, zajemanje emisije v območju 690–
750  nm, intenziteta laserja 54,5% 
 YFP (rumen barvni spekter): vzbujanje z laserjem 488 nm, zajemanje 
emisije v območju 525–560 nm, intenziteta laserja 20 %, 
 RFP (rdeč barvni spekter): vzbujanje z laserjem 532 nm, zajemanje 
emisije v območju 570–630 nm, intenziteta laserja 96,4 % 
3.2.5 Izolacija RNK 
RNK smo iz listov izolirali s pomočjo kita RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN) po navodilih 
proizvajalca. Zamrznjene vzorce smo vzeli iz skrinje ter jim dodali 600 µL pufra RLT, 
segretega na 56 °C. Pri tem smo pazili, da smo bili hitri in da se vzorci niso odtalili. 
Vzorce smo homogenizirali s homogenizatorjem FastPrep (6,5 M/s, 60 s). Po 
homogeniziranju smo vzorce inkubirali 5 minut na 56 °C in jih medtem enkrat premešali. 
Nato smo vzorce centrifugirali 5 minut pri 14000 g. Supernatant smo odpipetirali v 
vijolično kolonico in centrifugirali 2 minuti na 18000 g. Supernatant smo odpipetirali v 
epice z 200 µL absolutnega etanola in premešali s pomočjo pipete. Mešanico smo 
odpipetirali v roza kolonice in centrifugirali 30 sekund pri 18000 g. Supernatant smo 
zavrgli in kolonicam dodali 700 µL RW1 ter centrifugirali 30 sekund pri 18000 g. Enako 
smo ponovili še dvakrat z 500 µL RPE, le da smo drugič centrifugirali 2 minuti namesto 30 
sekund. Kolonice smo nato prenesli v nove epice in 30 sekund centrifugirali pri 
maksimalni hitrosti. Kolonice smo prenesli v 1,5 mL epico za shranjevanje in dodali 50 µL 
ogrete vode brez RNaze. Vse skupaj smo inkubirali 10 minut na sobni temperaturi in nato 
centrifugirali 30 sekund pri 18000 g. S pomočjo naprave NanoDrop (Thermo Scientific) 
smo na koncu izmerili koncentracijo RNK in vzorce shranili v skrinjo na -80 °C. 
3.2.6 DNazna reakcija 
Dnazno reakcijo smo uporabili za razgraditev morebiti prisotne genomske DNK. S tem 
smo preprečiti njeno pomnoževanje med reakcijo kvantitativni PCR v realnem času. 
Za reakcijo smo uporabili komplet reagentov RNase-free DNase Set (Qiagen). Vzorce 
RNK smo počasi odtalili na ledu ter 1 µL odpipetirali v nove epice. Nato smo sledili 
navodilom proizvajalca.  
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Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za DNazno reakcijo 
Reakcijska mešanica Volumen/reakcijo (µL) 
Vzorec RNK 1 
10x Pufer DNase I RDD (1/10 
končnega volumna) 
1 
DNaza 0,5 
Voda brez RNaz Do 10 
 
Reakcijsko mešanico (preglednica 12) smo inkubirali 15 minut na sobni temperaturi. Po 
končani inkubaciji smo DNazo inaktivirali z dodatkom 1 µL (1/10 končnega volumna) 25 
mM EDTA in inkubirali mešanico na 65 °C za 10 minut. Nato smo reakcijski mešanici 
dodali še 1,5 µL vode brez RNaz do končnega volumna 12,5 µL, ki je potreben za reverzno 
transkripcijo.  
3.2.7 Reverzna transkripcija 
Reverzno transkripcijo smo uporabili za prepis RNK v cDNK. Ta korak je pomemben za 
občutljivo in natančno kvantifikacijo. Za reakcijo smo uporabili komplet reagentov High 
Capacity cDNK Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) (preglednica 13). 
Najprej smo na 80 °C inkubirali 12,5 µL reakcijske mešanice z našimi vzorci RNK in jih s 
tem denaturirali. Nato smo vzorcem dodali reakcijsko mešanico za reverzno transkripcijo 
Preglednica 13: Sestava reakcijske mešanice za reverzno transkripcijo 
Reakcijska mešanica Volumen/reakcijo (µL) 
Pufer RT 2,5 
Mešanica dNTP-jev 1 
Naključni začetni oligonukleotidi 2,5 
Voda brez RNaz 4,25 
Inhibitor RNaz 1 
Reverzna transkriptaza 1,25 
 
Reakcija reverzne transkripcije (25 µL): 
-25 °C 10 minut 
-37 °C 2 uri 
-85 °C 5 minut 
36 
Pogačar K. Vzpostavitev enostavnega sistema za inducibilno izražanje genov v tobaku in krompirju 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2019  
 
 
Po končani reakciji smo vzorce pospravili v skrinjo na -20 °C. 
3.2.8 Kvantitativni PCR v realnem času 
qPCR smo uporabili za sledenje izražanja genov YFP in TGA2.1 v transformiranih 
rastlinah genotipov N. benthamiana, Rywal in NahG-Rywal. Poleg tarčnih genov smo 
spremljali še izražanje referenčnega gena, kar nam omogoča normalizacijo količine 
tarčnega gena na količino začetnega materiala. Za referenco smo uporabili gen cox, ki se v 
rastlinskem tkivu izraža konstitutivno. Za določanje izražanja genov cox smo uporabili 
sistem s sondo TaqMan. Za pripravo reakcijske mešanice smo uporabili Fast Start 
Universal Probe Master Mix (Roche). Za pripravo reakcijskih mešanic za preverjanje 
izražanja genov YFP in TGA2.1 pa smo uporabili Power SYBR Green PCR Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific). 
Za vsak vzorec smo pripravili dve tehnični ponovitvi pri 10-kratnih in 50-kratnih redčitvah 
in s tem sledili učinkovitosti pomnoževanja gena. Iz desetih vzorcev cDNK smo pripravili 
umeritveno krivuljo s štirimi redčitvami (10x, 50x, 250x in 1250x). Volumen reakcijske 
mešanice je znašal 5 μl. Reakcijsko mešanico in vzorce smo na plošče s 384 vdolbinicami 
delno nanašali ročno in delno z robotom Microlab STARIet (Hamilton). Za reakcijo qPCR 
smo uporabili napravo za PCR v realnem času 7900HT Fast Real-Time PCR System 
(Thermo Fisher Scientific). Program pomnoževanja je bil univerzalen, z dodatno stopnjo 
za določanje talilne krivulje (preglednica 14). S talilno krivuljo smo preverili specifičnost 
nastalih produktov, kadar smo uporabili kemizem SYBR Green, saj ta temelji na 
nespecifični vezavi barvila na DNK. Za obdelavo rezultatov smo uporabili spletno 
aplikacijo QuantGenius, razvito na NIB-u [http://quantgenius.nib.si/] (Beabler in sod., 
2017). Za preverjanje hipotez smo uporabili statistično metodo t-test. 
Preglednica 14: Uporabljen program za reverzno transkripcijo 
Korak  Temperatura  Čas  Število ciklov  
Aktivacija 
polimeraze  
50 °C  
95 °C  
2 min  
10 min  
1  
Pomnoževanje cDNK 95 °C  
60 °C  
10 s  
1 min  
40  
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3.2.9 Izolacija DNK 
Za potrditev prisotnosti transgena v rastlinah po stabilni transformaciji, smo iz listov 
krompirja izolirali DNK z QIAamp®DNA Mini Kit (Quagen). Liste smo najprej vzorčili in 
zamrznili v tekočem dušiku. Pred izolacijo smo zamrznjene vzorce homogenizirali s 
pomočjo naprave FastPrep, 6,5 M/s, 60 s. Nato smo sledili navodilm proizvajalca 
(Purification of Total DNA from Plant Tissue (Mini Protocol).  
Po izolaciji smo koncentracijo DNK izmerili z napravo NanoDrop (Thermo Scientific), 
kvaliteto vzorcev pa smo preverili z agarozno elektroforezo. 
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4 REZULTATI 
Za optimizacijo in vzpostavitev sistema za inducibilno izražanje genov v rastlinah smo 
sledili predstavljenemu postopku na sliki 9. Začeli smo z dokazovanjem koncepta 
delovanja inducibilnega sistema s študijo izražanja gena YFP. Nato smo testirali sistem s 
študijo izražanja dveh genov krompirja TGA2.1 in RbohD. Pri TGA2.1 smo pripravili 
transgene rastline in jih analizirali. Pri RbohD smo analizirali sekvenco gena, čemur bo še 
sledila transformacija rastlin in analiza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9: Shema zaporedja korakov do vzpostavitve sistema za inducibilno izražanje gena v rastlinah. 
INDUCIBILNI SISTEM 
IZRAŽANJA GENOV 
POMNOŽEVANJE gena 
YFP in KLONIRANJE v 
plazmid pTA7002 
POMNOŽEVANJE gena 
TGA2.1 in KLONIRANJE 
v plazmid pTA7002 
 
POMNOŽEVANJE gena 
RbohD in KLONIRANJE 
v plazmid pTA7002 
 
TRANSFORMACIJA  A. 
tumefaciens sev GV3101 
TRANSFORMACIJA  A. 
tumefaciens sev LBA4404 
 ANALIZA SEKVENCE 
RbohD  sorte kormpirja Rywal 
PREHODNA 
TRANSFORMACIJA rastlin N. 
benthamiana 
STABILNA TRANSFORMACIJA 
rastlin sorte krompirja Rywal in 
NahG-Rywal  
TRETIRANJE rastlin N. 
bentamiana z DEX 
TRETIRANJE rastlin sorte 
Nahg-Rywal z DEX 
Opazovanje izražanja 
fluorescence s konfokalnim 
makroskopom in 
spremljanje izražanja YFP s 
qPCR 
Spremljanje izražanja 
TGA2.1 s qPCR 
 
Okuževanje krompirja s 
PVY in tretiranje z DEX 
Opazovanje lezij na listih krompirja 
in qPCR za TGA2.1 in PVY 
V nadaljevanju 
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4.1 POTRJEVANJE KONCEPTA: ANALIZA INDUCIBILNOSTI PROMOTORJA PRI 
PREHODNI TRANSFORMACIJI TOBAKA Z YFP 
4.1.1 Pomnoževanje gena YFP in njegovo kloniranje v vektor pTA7002 
V prvem koraku smo s PCR pomnožili gen YFP ( priloga A) iz vektorja pENTR. 
Pomnožke smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo in dobili amplikone, dolge 
približno 720 bp, kar je vidno na sliki 10. To je bila pričakovana dolžina, sej je gen dolg 
720 bp. Amplikone smo nato izrezali in očistili iz gela. 
 
Slika 10: Analiza produkta PCR za določanje uspešnosti pomnoževanja gena YFP iz plazmida pENTR na 1% 
agaroznegem gelu. V prvo jamico (L) smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM DNA Ladder Mix). V 
drugi jamici (1) je pomnožen YFP, velikosti 720 bp. V tretji jamici (2) je negativna kontrola. 
V celice E. coli TOP10 smo transformirali plazmid pTA7002, ki vsebuje prepoznavna 
mesta za restrikcijska encima XhoI in SpeI. Izbrali smo deset kolonij in uspešnost 
transformacije preverili s PCR na osnovi kolonije. Uporabili smo začetna oligonukleotida 
pTA7002_F in pTA7002_R, s katerima naj bi dobili fragment, dolg 160 bp. Po agarozni 
elektroforezi smo pri vseh desetih testiranih kolonijah dobili pomnožke, dolge približno 
160 bp. Izbrali smo eno kolonijo in transformirane celice namnožili ter iz njih izolirali 
plazmide. 
Sledila je restrikcija izoliranega gena YFP in vektorja pTA7002 z XhoI in SpeI, ki ustvarita 
lepljive konce. Po restrikciji smo produkte preverili z agarozno gelsko elektroforezo, jih 
izolirali in očistili iz gela. Nato smo s klasičnem kloniranjem vstavili gen YFP v vektor 
pTA7002 in tako pripravili konstrukt pTA7002_YFP. 
4.1.2 Potrditev uspešnosti priprave konstrukta pTA7002_YFP 
Celice E. coli TOP10 smo transformirali s konstruktom pTA7002_YFP. Uspešnost 
transformacije smo preverili s PCR na osnovi kolonije z uporabo začetnih 
oligonukleotidov pTA7002_F in pTA7002_R, čemur je sledila agarozna gelska 
elektroforeza. Potrdili smo prisotnost konstrukta YFP v plazmidu pri vseh testiranih 
L 
 1          2 
800bp 
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kolonijah, saj smo pri vseh dobili pomnožke, dolge približno 800 bp, pri čimer 720 bp 
predstavlja  dolžino gena in 120 bp pomoženo regijo plazmida (slika 11).  
 
Slika 11: Analiza produktov PCR na osnovi bakterijske kolonije E. coli za določanje prisotnosti konstrukta 
YFP v plazmidu pTA7002 na 1% agaroznem gelu. V prvo in zadnjo jamico (L) smo nanesli velikostno 
lestvico (Mass RullerTM DNA Ladder Mix). V jamicah od 1 do 12 so amplikoni transformiranih E.coli od 1 
do 12 in vsebujejo ustrezno velik pomnožek PCR, YFP, velikosti 720 bp. V jamicah od 13 do 15 so 
negativne kontrole. 
Izbrali smo štiri kolonije, iz katerih smo izolirali plazmid, ter jih poslali na sekvenciranje 
(preglednica 15). Rezultati sekvenciranja so potrdili uspešno kloniranje brez neujemanj pri 
vseh štirih kolonijah. 
Preglednica 15: Meritev koncentracij in čistosti izoliranih plazmidov pTA7002_YFP z napravo NanoDrop 
Vzorec ng/μL  260/280  260/230  
pTA7002_YFP col 1  87,2  2,09  1,96  
pTA7002_YFP col 7  88,3  2,09  1,99  
pTA7002_YFP col 8  85,4  2,07  2,05  
pTA7002_YFP col 9  84,4  2,12  2,08  
4.1.3 Potrditev uspešnosti transformacije agrobakterij seva GV3101 s konstruktom 
pTA7002_YFP 
Ko smo potrdili ustreznost nukleotidnega zaporedja, smo nadaljevali s transformacijo 
agrobakterij seva GV30101 s konstruktom pTA7002_YFP. Za potrditev uspešnosti 
transformacije smo uporabili PCR na osnovi kolonije z začetnima oligonukletidoma 
pTA7002_F in pTA7002_R. Dobili smo pričakovane pomnožke dolžine 800 bp, pri čimer 
720 bp predstavlja dolžino gena, 120 bp pa pomnoženi del plazmida (slika 12). S tem smo 
potrdili, da vse testirane kolonije vsebujejo konstrukt pTA7002_YFP in s tem uspešnost 
transformacije agrobakterij. 
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Slika 12: Analiza rezultatov PCR na osnovi kolonije agrobakterij seva GV3101 za določanje uspešnosti 
transformacije s prisotnostjo konstrukta YFP. Uporabili smo 1 % agarozen gel. V prvo in zadnjo jamico (L) 
smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM DNA Ladder Mix). V jamicah od 1 do 12 so kolonije 
transformiranih agrobakterij od 1 do 12 in vsebujejo ustrezno velik pomnožek PCR, YFP, velikosti 720 bp. V 
jamici 13 je negativna kontrola. 
4.1.4 Potrjevanje delovanja inducibilnega sistema v rastlinah Nicotiana benthamiana  
Izbrali smo eno od uspešno transformiranih kolonij agrobakterij s konstruktom 
pTA7002_YFP in naredili prehodno transformacijo tri tedne starih rastlin tobaka N. 
benthamiana. Konstrukt smo uporabili za spremljanje izražanja rumenega fluorescentnega 
proteina pod inducibilnim sistemom GVG, ki ga inducira sintetični glukokortikoid 
deksametazon.  
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili agrobakterije s konstruktom H2B-RFP, ki se izraža v 
jedru. Pri prvem poskusu preverjanja inducibilnosti smo uporabili tudi agrobakterije s 
konstruktom p19, ki pripomore k uspešnosti izražanja vnesenega gena, saj deluje kot 
zaviralec RNAi. Pri nadaljnjih poskusih vzpostavljanja inducibilnega sistema nismo 
uporabili agrobakterije s konstruktom p19, saj smo pri prvem poskusu ugotovili, da ga za 
uspešnost transformacije ne potrebujemo.  
Liste transformiranih rastlin smo tri dni po agroinfiltraciji tretirali z raztopino 
deksametazona. Nekaterih rastlin nismo tretirali, da smo jih imeli za kontrolo. V različnih 
časovnih točkah smo del lista opazovali pod konfokalnim mikroskopom. Drugi del listov 
smo vzorčili za izolacijo RNK. Vzorčili smo ob enakih časovnih točkah kot pri opazovanju 
fluorescence listov rastlin s konfokalnim makroskopom.  
4.1.4.1 Preverjanje indukcije izražanja gena YFP po tretiranju z DEX pri transformiranih 
rastlinah N. benthamiana  
Za preverjanje glukokortikoidnega inducibilnega sistema smo najprej izvedli eksperiment, 
kjer smo v določenih časovnih točkah s konfokalno mikroskopijo sledili fluorescenci YFP 
ter s qPCR sledili izražanju mRNA gena YFP (slika 13). Prav tako smo preverjali tudi 
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učinek konstrukta p19. Nekatere rastline N. benthamiana smo zato skupaj z inducibilnim 
konstruktom agroinfiltrirali z zatiralcem utišanja p19. 
 
Slika 13: Shema poskusa prehodne transformacije in tretiranja rastlin N. benthamiana. 
 
Najprej smo analizirali rastline N.benthamiana, ki so bile agroinfiltrirane s pTA7002_YFP, 
H2B-RFP in p19. V času tretiranja z DEX (t=0) (slika 14) smo tako pri tretiranih kot pri 
netretiranih rastlinah opazili rdeč signal v jedru celic, kar sovpada z H2B-RFP (ni na sliki) 
in šibko fluorescenco konstrukta pTA7002_YFP v jedru in citoplazmi (slika 14). Pri 
kontroli nismo zaznali fluorescence. Po 96 urah od tretiranja z DEX (slika 15) smo opazili 
zelo intenzivno fluorescenco YFP samo pri rastlinah, tretiranih z DEX. Na podlagi tega 
smo potrdili učinkovitost inducibilnega sistema, saj je tretiranje z DEX privedlo do 
izražanja gena YFP.   
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Slika 14: Merjenje fluorescence proteina YFP pod inducibilnim sistemom GVG ob času tretiranja z DEX. Na 
slikah so povrhnjice netretiranega in tretiranega lista rastlin N. benthamiana, infiltriranih s konstruktom 
PTA7002_YFP, p19 in H2B_RFP. Posneti s konfokalnim mikroskopom. Levo proti desni: emisija klorofila 
(570-630 nm), emisija proteina YFP (525-550 nm), prekrivanje obeh. Merilo: 500 µm 
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Slika 15: Merjenje fluorescence proteina YFP pod inducibilnim sistemom GVG 96 ur po tretiranju z DEX. 
Na slikah so povrhnjice netretiranega in tretiranega lista rastlin N.benthamiana, infiltriranih s konstruktom 
PTA7002_YFP, p19 in H2B_RFP. Posneti s konfokalnim mikroskopom. Levo proti desni: emisija klorofila 
(570-630 nm), emisija proteina YFP (525-550 nm), prekrivanje obeh. Merilo: 500 µm 
Na grafu (slika 16) je prikazana povprečna intenziteta emisije proteina YFP pri rastlinah N. 
benthamiana, v katere smo infiltrirali tudi konstrukt p19. Pri kontroli je bila intenziteta 
nizka in se skozi čas ni občutno spreminjala. Najvišja je bila sedem dni po infiltraciji. Pri 
rastlinah, tretiranih z dekasmetazonom, je intenziteta do 24 ur po tretiranju počasi 
naraščala, nato je bilo naraščanje intenzitete hitrejše do 96 ur po tretiranju in po 96ih urah 
je intenziteta fluorescence počasi začela upadati. 
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Slika 16: Časovni potek indukcije proteina YFP v infiltriranih listih N. benthamiana s konstruktom p19 po 
tretiranju z DEX. Primerjava intenzitete izražanja inducibilnega sistema GVG pri netretiranih rastlinah in 
rastlinah, tretiranih s 30µM DEX v različnih časovnih točkah (0 ur, 2 uri, 24 ur, 48 ur, 72 ur, 96 ur in 7 dni) 
po tretiranju. Na y osi je prikazano povprečje intenzitete YFP, merjene v sedmih analiziranih regijah (N=7). 
Na stolpcih je vrisana standardna napaka. 
Rezultate smo potrdili tudi z analizo izražanja YFP z uporabo kvantitativnega PCR v 
realnem času (qPCR). Na sliki 17 vidimo, da je bilo izražanje gena YFP pri tretiranih 
rastlinah, v primerjavi z izražanjem pri kontrolni rastlini, zelo visoko. Gen YFP se je začel 
izražati po treh urah od tretiranja, nato je izražanje močno naraslo do 24 ur po tretiranju in 
se do 96 ur po tretiranju še vedno nekoliko povečevalo. 
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Slika 17: Časovni potek izražanja gena YFP v listih rastlin tobaka N. benthamiana, infiltriranih s 
konstruktom p19 po tretiranju z DEX. Na grafu so prikazane relativne količine amplikonov YFP, ki so bile 
normalizirane na količino referenčnega amplikona cox. Oznake: K - vzorec lista rastline, ki ni bil tretiran z 
DEX; 0, 3, 24, 48, 72 in 96 - ure po tretiranju z DEX; število analiziranih rastlin = 1 (kontrola, 0 ur, 72 ur, 96 
ur); število analiziranih rastlin = 2 (3 ure, 24 ur, 48 ur); R - rastlina; L - infiltriran list 
 
Hkrati smo enako analizo opravili tudi pri rastlinah infiltriranih brez konstrukta p19, da bi 
videli, če sistem deluje tudi brez prisotnosti zatiralca utišanja. Opazovali smo fluorescence 
YFP v listih tretiranih rastlin tobaka N. benthamiana, transformiranih s konstruktom 
pTA7002_YFP in H2B-RFP.  
Takoj po tretiranju z DEX (t=0) smo tako pri tretiranih kot pri netretiranih rastlinah opazili 
rdeč signal v jedru celic, ki je posledica izražanja H2B-RFP (ni na sliki). Signala YFP 
nismo opazili (slika 18). Po 48 urah od tretiranja z DEX (slika 19) smo opazili intenzivno 
fluorescenco YFP samo pri rastlinah tretiranih z DEX, medtem, ko fluorescence pri 
netretiranih rastlinah nismo opazili. Na podlagi tega smo potrdili učinkovitost 
inducibilnega sistema, tudi v primeru brez p19, saj je tretiranje z DEX privedlo do 
izražanja gena YFP.   
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Slika 18: Fluorescenca proteina YFP po izražanju gena YFP pod inducibilnim sistemom GVG v času 
tretiranja. Na sliki vidimo rastline N. bentamiana, ki niso bile tretirane in tiste, ki so bile tretirane s 30µM 
DEX. S konfokalno lupo so bile takoj po tretiranju posnete povrhnjice netretiranega in tretiranega lista rastlin 
infiltriranih s konstruktom PTA7002_YFP in H2B_RFP. Levo proti desni: emisija klorofila (570-630 nm), 
emisija proteina YFP (525-550 nm), kombinacije obeh slik. Merilo: 500 µm 
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Slika 19: Fluorescenca proteina YFP po izražanju gena YFP pod inducibilnim sistemom GVG 48 ur po 
tretiranju. Na sliki vidimo rastline N. bentamiana, ki niso bile tretirane in tiste, ki so bile tretirane s 30µM 
DEX. S konfokalno lupo so bile 48 ur po tretiranju posnete povrhnjice netretiranega in tretiranega lista rastlin 
infiltriranih s konstruktom PTA7002_YFP in H2B_RFP. Levo proti desni: emisija klorofila (570-630 nm), 
emisija proteina YFP (525-550 nm), kombinacije obeh slik. Merilo: 500 µm 
Na grafu (slika 20) je prikazana intenziteta fluorescence proteina YFP pri rastlinah N. 
benthamiana brez konstrukta p19. Pri kontroli je bila intenziteta nizka in se skozi čas 
skoraj ni spreminjala. Najvišja je bila po štirih dneh od infiltracije. Pri rastlinah tretiranih z 
DEX je intenziteta do 24 ur po tretiranju počasi naraščala, nato je bilo naraščanje 
intenzitete hitrejše do 48 ur po tretiranju in pozneje je intenziteta fluorescence počasi 
začela upadati. 
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Slika 20: Časovni potek indukcije sinteze proteina YFP v infiltriranih listih N. benthamiana brez konstrukta 
p19 po tretiranju z DEX. Primerjava intenzitete izražanja inducibilnega sistema GVG pri netretiranih 
rastlinah in rastlinah tretiranih s 30µM DEX v različnih časovnih točkah (0 ur, 2 uri, 24 ur, 48 ur, 72 ur, 96 
ur) po tretiranju. Na y osi je prikazano povprečje intenzitete YFP merjene v sedmih analiziranih regijah 
(N=7). Na stolpcih je vrisana standardna napaka. 
Rezultate smo potrdili tudi z analizo izražanja gena YFP z uporabo metode qPCR. Iz slike 
21 je razvidno, da je bilo izražanje gena YFP pri tretiranih rastlinah precej višje v 
primerjavi z izražanjem pri kontrolni rastlini. Najvišje izražanje gena YFP je bilo znotraj 
prvih 24 ur od tretiranja rastlin z DEX. Po dveh dneh od tretiranja je bil nivo izražanja nižji 
kot pri kontroli. 
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Slika 21: Časovni potek izražanja gena YFP v listih rastlin tobaka N. benthamiana infiltriranih brez 
konstrukta p19 po tretiranju z DEX. Na grafu so prikazane relativne količine amplikonov YFP, ki so bile 
normalizirane na količino referenčnega amplikona cox. Oznake: K - vzorec lista rastline, ki ni bil tretiran z 
DEX; 0, 3, 24, 48, 72, 96 – ure od tretiranja z DEX; število analiziranih rastlin = 1 (kontrola, 0 ur, 72 ur, 96 
ur); število analiziranih rastlin = 2 (3 ure, 24 ur, 48 ur); R - rastlina; L - infiltriran list 
4.1.4.2 Optimizacija sistema za inducibilno izražanje gena po tretiranju z DEX pri 
transformiranih rastlinah N. benthamiana  
Na podlagi pridobljenih rezultatov je razvidno, da glukokortikoidni inducibilni sistem zelo 
dobro deluje in dosega visoko raven izražanja gena pod kontrolo glukokortikoidnega 
promotorja. Odločili smo se, da nadaljujemo z eksperimentom optimizacije inducibilnega 
sistema brez uporabe konstrukta p19. Uporabili smo večje število rastlin tobaka N. 
bentamiana in izražanje YFP spremljali preko več časovnih točk, da bi dobili bolj natančne 
rezultate glede vrhunca in trajanja izražanja. Shema poskusa je prikazana na sliki 22. 
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Slika 22: Shema poskusa za vzpostavitev inducibilnega sistema s pomočjo prehodne transformacije in 
tretiranja rastlin N. benthamiana. 
S konfokalnim mikroskopom smo pri opazovanju listov rastlin tobaka N. benthamiana 
transformiranih s konstruktom pTA7002_YFP in H2B-RFP v času tretiranja z DEX (t=0) 
(slika 23) opazili podobne rezultate kot pri predhodnem poskusu. Tako pri tretiranih kot pri 
netretiranih rastlinah smo opazili rdeč signal v jedru celic, ki je posledica izražanja H2B-
RFP (ni na sliki) in zelo šibko fluorescenco YFP v jedru. Po 48 urah od tretiranja z DEX, 
ko je bila intenziteta fluorescence najvišja, smo opazili intenzivno fluorescenco YFP samo 
pri rastlinah tretiranih z DEX (slika 24). Na podlagi tega smo ponovno potrdili 
učinkovitost inducibilnega sistema, saj je tretiranje z DEX privedlo do izražanja gena YFP.  
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Slika 23: Fluorescenca proteina YFP v času tretiranja z DEX. Na sliki vidimo rastline N. bentamiana, ki niso 
bile tretirane in tiste, ki so bile tretirane s 30µM DEX. S konfokalno lupo so bile takoj po tretiranju posnete 
povrhnjice netretiranega in tretiranega lista rastlin infiltriranih s konstruktom PTA7002_YFP in H2B_RFP. 
Levo proti desni: emisija klorofila (570-630 nm), emisija proteina YFP (525-550 nm), kombinacije obeh slik. 
Merilo: 200 µm 
 
 
 
4dpi 24ur DEX 
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Slika 24: Fluorescenca proteina YFP 48 ur po indukciji z DEX. Na sliki vidimo rastline N. bentamiana, ki 
niso bile tretirane in tiste, ki so bile tretirane s 30µM DEX. S konfokalno lupo so bile 48 ur po tretiranju 
posnete povrhnjice netretiranega in tretiranega lista rastlin infiltriranih s konstruktom PTA7002_YFP in 
H2B_RFP. Levo proti desni: emisija klorofila (570-630 nm), emisija proteina YFP (525-550 nm), 
kombinacije obeh slik. Merilo: 200 µm 
Na grafu (slika 25) je prikazana intenziteta fluorescence proteina YFP pri rastlinah N. 
benthamiana skozi čas, od časa tretiranja do enajst dni po tretiranju z DEX. Pri kontroli je 
bila intenziteta šibka in se skozi čas skoraj ni spreminjala. Najvišja je bila po petih dneh od 
infiltracije. Pri rastlinah tretiranih z dekasmetazonom je intenziteta do 24 ur po tretiranju 
počasi naraščala, nato je bilo naraščanje intenzitete hitrejše do 48 ur po tretiranju in po 48 
urah je intenziteta fluorescence počasi začela upadati. Rezultati so bili podobni 
predhodnemu poskusu, a v tem poskusu so bili časovno natančneje opredeljeni, saj smo 
analizirali več rastlin in več časovnih točk.  
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Slika 25: Daljši časovni potek indukcije sinteze proteina YFP v infiltriranih listih N. benthamiana brez 
konstrukta p19 po tretiranju z DEX. Primerjava intenzitete izražanja inducibilnega sistema GVG pri 
netretiranih rastlinah in rastlinah tretiranih s 30µM DEX v različnih časovnih točkah (0 ur, 2 uri, 24 ur, 48 ur, 
72 ur, 96 ur, 7 dni, 9 dni, 11dni) po tretiranju. Na y osi je prikazano povprečje intenzitete YFP merjene v 
osmih analiziranih regijah (N=8). Na stolpcih je vrisana standardna napaka. 
Kot pri prejšnjem eksperimentu, smo izražanje YFP spremljali tudi s qPCR. Na sliki 26 
vidimo, da je bilo izražanje gena YFP pri tretiranih rastlinah zelo visoko v primerjavi z 
izražanjem pri kontrolnih rastlinah. Izražanje gena YFP je bilo znotraj prvih 24 ur od 
tretiranja rastlin z DEX najvišje. Spremembe v izražanju so se pojavile že po dveh urah od 
tretiranja, vrh pa so dosegle po šestih urah od tretiranja. Po 24ih urah od tretiranja je 
izražanje gena YFP močno upadlo in bilo po štirih dneh od tretiranja primerljivo s 
kontrolnimi rastlinami.  
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Slika 26: Daljši časovni potek izražanja gena YFP v listih infiltriranih rastlin tobaka N.benthamiana brez 
konstruka p19. Na grafu so prikazane relativne količine amplikonov YFP, ki so bile normalizirane na 
količino referenčnega amplikona cox pri različnih časovnih točkah od tretiranja z DEX. Oznake: 0, 2, 6, 24, 
48, 72, 96-ure po tretiranju z DEX; 5, 7, 9-dnevi od tretiranja z dex; Število tretiranih rastlin, ki smo jih 
analizirali po 0, 2, 6, 24, 48, 96 urah in po 5, 7, 9 dneh = 3 ter po 72 urah = 1; število kontrolnih rastlin, ki 
smo jih analizirali po 2, 24 urah in 9 dneh = 3 in po 0, 6, 48, 72, 96 urah ter 5 in 7 dneh =1. Na stolpcih je 
vrisana standardna napaka. 
4.2 IZBIRA, POMNOŽEVANJE IN ANALIZA OBRAMBNIH GENOV KROMPIRJA 
Z vzpostavitvijo nducibilnega sistema smo žeželi analizirati funkcijo še nekaterih genov 
obrambnega sistema rastlin. Izbirali smo med več obrambnimi geni. Izbrali smo 
transkripcijski faktor TGA2.1 ter rastlinsko NADPH oksidazo (RBOH), natančneje 
RBOHD. Geni za transkripcijski faktor TGA so bili na NIB-u že predhodno analizirani in 
vključeni v plazmid pJET. RBOHD smo pomnožili iz cDNA sorte krompirja Rywal in ga 
klonirali v plazmid pTA7002 za analizo nukleotidnega zaporedja.  
4.2.1 Pomnoževanje genov TGA2.1 iz plazmida pJET 
 Gen TGA2.1 (priloga A) smo pomnožili iz vektorja pJET s pomočjo PCR. Uporabili smo 
začetne oligonukleotide (preglednica 3) z dodanim prepoznavnim mestom za restrikcijska 
encima (XhoI in SpeI). Pomnožke smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo in dobili 
amplikone ustrezne dolžine genu (813 bp) , kar je vidno na sliki 27. Amplikone smo nato 
izrezali in očistili iz gela. 
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Slika 27: Analiza produkta PCR za določanje uspešnost pomnoževanja gena TGA2.1 iz plazmida pJET. 
Uporabili smo 1% agarozni gel. V prvo jamico (L) smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM DNA 
Ladder Mix).. V drugi jamici (1) je pomnožen gen TGA2.1, velikosti 813 bp. 
Sledila je restrikcija izoliranega gena Tga2.1 s XhoI in SpeI, ki ustvarita lepljive konce. Po 
restrikciji smo produkte izolirali in očistili iz gela. Nato smo s klasičnim kloniranjem gen 
TGA2.1 vstavilli v vektor pTA7002. 
4.2.2 Potrjevanje uspešnosti kloniranja gena TGA2.1 v pTA7002  
Celice E.coli TOP10 smo transformirali s konstruktom pTA7002_TGA2.1. Uspešnost 
transformacije smo preverili s PCR na osnovi kolonije pri čimer smo uporabili začetna 
oligonukleotida pTA7002_F in pTA7002_R in sledila je agarozna gelska elektroforeza. 
Dobili smo pomnožke dolge približno 950 bp, pri čimer je 813 bp predstavljala dolžina 
gena, 120 bp pa pomnoženi del plazmida. Obe testirani koloniji sta imeli vstavljen 
konstrukt pTA7002_TGA2.1 (slika 28). 
          L        1        
800bp 
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Slika 28: Analiza produkta PCR na osnovi bakterijske kolonije E. coli za določanje prisotnosti konstrukta 
TGA2.1 v plazmidu pTA7002. Uporabili sno 1 % agarozni gel. Potrdili smo prisotnost konstrukta TGA2.1 v 
plazmidu pri dveh testiranih kolonijah. V prvo in zadnjo jamico (L) smo nanesli velikostno lestvico (Mass 
RullerTM DNA Ladder Mix). V jamicah 1 in 2 sta pomnožka TGA2.1 velikosti 950 bp kolonij 1 in 2. 
Uporabili smo prvo in drugo kolonijo za izolacijo plazmidov ter izbrane plazmide 
(preglednica 16) poslali na sekvenciranje. Rezultati sekvenciranja so potrdili uspešno 
kloniranje brez neujemanj pri obeh kolonijah. 
Preglednica 16: Meritve koncentracije in čistosti izoliranega plazmida pTA7002_TGA2.1 z napravo  
Nanodrop 
Vzorec ng/µL 260/280 260/230 
pTA7002_TGA2.1col 1 73,4 1,95 1,71 
pTA7002_TGA2.1 col 2 81,5 1,95 1,71 
4.2.3 Potrjevanje uspešnosti pomnoževanja gena RbohD iz cDNK krompirja sorte 
Rywal  
S PCR smo pomnožili gen RbohD iz cDNK krompirja sorte Rywal. Uporabili smo par 
začetnih oligonukleotidov (preglednica 3). Par začetnih oligonukleotidov 
RBOHD1&2_Sotub_XhoI_F in RBOHD1&2_SpeI_R z dodanim prepoznavnim mesom za 
restrikcijska encima (XhoI in SpeI) so na NIB-u predhodno oblikovali na podlagi 
konsenznega zaporedje več tipov krompirja. Krompir vsebuje dva različna gena RbohD in 
sicer RbohD1 in RbohD2. Želeli smo pridobiti sekvence genov in ugotoviti, kateri je 
prisoten v aktivni in kateri v neaktivni obliki. PCR pomnožke smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo in dobili pomnožke pravilne dolžine. Na sliki 29 sta razvidna 
pomnožka RbohD dolga 2500 bp označena z 1 in 2. Amplikone smo nato izrezali in očistili 
iz gela.  
  L        1        2        
900bp 
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Slika 29: Analiza produktov PCR za določanje uspešnost pomnoževanja gena RbohD iz cDNK z uporabo 
začetnih oligonukleotidov RBOHD1&2_Sotub_XhoI_F in RBOHD1&2_SpeI_R. Uporabili smo 1% agarozni gel. V 
prvo jamico (L) smo nanesli velikostno lestvico (Mass RullerTM DNA Ladder Mix). V drugi in tretji jamici 
(1 in 2) je pomnožen gen RbohD velikosti 2500 bp. V četrti jamici (3) je negativna kontrola. 
Sledila je restrikcija izoliranih genov RbohD s XhoI in SpeI, ki ustvarita lepljive konce. Po 
restrikciji smo produkte izolirali in očistili iz gela. Nato smo s klasičnem kloniranjem gen 
vstavili v vektor pTA7002. 
4.2.4 Preverjane uspešnosti kloniranja gena RbohD v plazmid pTA7002 in določanje 
zaporedja 
Celice E. coli TOP10 smo transformirali s konstruktom pTA7002_RBOHD. Uspešnost 
transformacije smo preverili s PCR na osnovi kolonije z uporabo začetnih 
oligonukleotidov RBOHD_hRNA_F1 in RBOHD_hRNA_R1 (preglednica 3) in sledila je 
agarozna gelska elektroforeza. Gen RbohD smo pomnoževali z začetnimi oligonukleotidi 
konsenznega zaporedja tipov krompirja, ki so bili zaradi dolge dolžine gena dizajnirani za 
preverjanje nukleotidnega zaporedja srednjega dela gena. Dobili smo pomnožke dolge 
približno 450 bp pri štirinajstih od petnajstih testiranih kolonij (slika 30).  
 
Slika 30: Analiza produktov PCR na osnovi bakterijske kolonije E. coli za določanje prisotnosti konstrukta 
RBOHD v plazmidu pTA7002. Uporabili smo 1% agarozni gel. Potrdili smo prisotnost konstrukta RBOHD v 
plazmidu pri štirinajstih od petnajstih testiranih kolonijah. V prvo jamico (L) smo nanesli velikostno lestvico 
(Mass RullerTM DNA Ladder Mix). V jamicah 1 in od 3 do 15 so pomnožki RbohD velikosti 450 bp kolonij 
1 in od 3 do 15. V zadnji jamici (16) je negativna kontrola. 
 L        1         2        3 
L     1       2      3     4       5     6       7     8       9     10     11    12    13    14    15    16 
2500bp 
500bp 
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Izbrali smo osem naključnih kolonij za izolacijo plazmida ter jih poslali na sekvenciranje 
(preglednica 17). Za sekvenciranje smo uporabili dva para začetnih oligonukleotidov 
RBOHD1&2_Sotub_XhoI_F in RBOHD1&2_SpeI_R ter RBOHD_hRNA_F1 in 
RBOHD_hRNA_R1 (preglednica 3), da smo dobili sekvenco celotnega gena. Rezultate 
sekvenciranja smo poravnali z referenčnima genoma RbohD1 in RbohD2, da smo na 
podlagi reference določili kateri gen vsebujejo naše kolonije. Dobili smo poravnave z 
obema različicama genov (prilogi B in C). Ugotovili smo, da je šest kolonij ustrezalo 
sekvenci gena RbohD1, dve koloniji pa sta ustrezali sekvenci gena RbohD2. Pri RbohD1 je 
zaporedje kolonij s primerjavo precej podobno razen parih SNP-jev. Kolonija 1 je najbolj 
podobna referenci, vendar ima na mestu 1450 delecijo. Pri RbohD2 je nekoliko manj SNP-
ov (angl. single-nucleotide polymorphism) in pri obeh kolonijah je v primerjavi z referenco 
prišlo do insercije na mestu 2260. 
Preglednica 17: Meritve koncentracije in čistosti izoliranega plazmida pTA7002_RBOHD z napravo 
NanoDrop 
pTA7002_RBOHD ng/µL  260/280  260/230  
Kolonija 1  97,7  2,04  2,83  
Kolonija 2  94,1  2,02  2,71  
Kolonija 3  97,3  2,07  2,87  
Kolonija 4  105  2,04  2,76  
Kolonija10  104,4  2,04  2,67  
Kolonija 11  109,1  1,97  2,17  
Kolonija 12  91,7  2,04  2,87  
Kolonija 13  93,3  2,01  2,93  
 
4.3 UPORABA IN OPTIMIZACIJA INDUCIBILNEGA SISTEMA PRI STABILNO 
TRANSFORMIRANEM KROMPIRJU 
4.3.1 Potrjevanje uspešnosti transformacije agrobakterij seva LBA4404 s 
konstruktom pTA7001_TGA2.1 
Po potrditvi ustreznosti zaporedij smo nadaljevali s transformacijo agrobakterij seva 
LBA4404, ki je primeren za transformacijo rastlin krompirja, s konstruktom 
pTA7002_TGA2.1. Za potrditev uspešnosti transformacije smo uporabili PCR na osnovi 
kolonije z začetnima oligonukletidoma pTA7002_F in pTA7002_R. Dobili smo 
pričakovane pomnožke dolžine 950 bp, pri čemer je 813 bp pripadalo dolžini gena in 120 
bp pomnoženemu delu plazmida (slika 31). Na sliki je razvidno, da ima sedem od 
sedemnajstih testiranih kolonij vstavljen konstrukt pTA7002_TGA2.1. 
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Slika 31: Analiza produktov PCR na osnovi kolonije agrobakterije sva LBA4404 za določanje prisotnosti 
konstrukta TGA2.1 v plazmidu pTA7002. Uporabili smo 1% agarozni gel. Potrdili smo prisotnost konstrukta 
TGA2.1 v plazmidu pri sedmih od sedemnajstih testiranih kolonij. V prvo jamico (L) smo nanesli velikostno 
lestvico (Mass RullerTM DNA Ladder Mix). V jamicah 5, 6, 11, 12, 14 in 15 so pomnožki TGA2.1 velikosti 
950 bp kolonij 5, 6 ,11,12, 14 in 15. V ostalih jamicah ni pomnožkov. V zadnji jamici (18) je negativna 
kontrola. 
4.3.2 Stabilna transformacija krompirja s pTA7002_TGA2.1 
Izbrali smo eno od uspešno transformiranih kolonij agrobakterij s konstruktom 
pTA7002_TGA2.1 in stabilno transformirali rastline krompirja sort Rywal in NahG- 
Rywal iz zbirke. Konstrukt smo izbrali z namenom spremljanja izražanja proteina TGA2.1 
pod inducibilnim sistemom GVG, ki ga inducira sintetični glukokortikoid deksametazon. 
Po dveh mesecih smo dobili poganjke pri obeh sortah krompirja. Dobili smo sedem od 
desetih testiranih poganjkov rastlin krompirja sorte NahG-Rywal in štiri od štirih testiranih 
poganjkov krompirja sorte Rywal, ki so imeli uspešno vstavljen konstrukt 
pTA7002_TGA2.1. Vsak poganjek je predstavljal svojo linijo. Nadaljevali smo le z 
rastlinami krompirja sorte NahG-Rywal. 
Uspešnost stabilne transformacije smo testirali na desetih linijah sorte krompirja NahG-
Rywal z izolacijo genomske DNK iz listov transformiranih krompirjev, ki ji je sledil PCR 
z začetnimi oligonukleotidi pTA7002_F in pTA7002_R. Uporabili smo dve redčitvi (10x 
in 100x) za vsako linijo. Pri sedmih linijah smo dobili pomnožek prave velikosti (950 bp), 
s čimer smo potrdili, da je sedem od desetih linij transgenih. Pomnožki so prikazani na 
sliki 32. 
 
Slika 32: Analiza produktov PCR na osnovi gDNK krompirja sorte NahG-Rywal za določanje prisotnosti 
konstrukta pTA7002_TGA2.1 v rastlinah. Uporabili smo 1% agarozni gel. Potrdili smo prisotnost konstrukta 
  L      1      2     3      4       5       6      7      8      9      10    11     12     13    14    15    16    17    18     L 
lL 
  L       1    1    2     2      3      3     4     4       L    5     5      6      6       7       7   8      8      9     9     10     10  
900bp 
900bp 
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TGA2.1 dolžine 950 bp pri sedmih linijah. L- velikostna lestvica (Mass RullerTM DNA Ladder Mix). V 
jamice smo po vrsti nanašali PCR amplikone dveh redčitev vsake linije genomske DNK. Linije 
transformiranih rastlin NahG-Rywal si sledijo od ena proti deset. 
4.3.3 Sledenje izražanju gena TGA2.1 in potrditev delovanja inducibilnega sistema   
Uspešno transformirane linije krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom 
pTA7002_TGA2.1 in NahG-Rywal smo mikropropagirali in jih po enem mesecu rasti 
posadili v zemljo. Iz spodnje slike je razvidno, da so si bile rastline transgenih linij in 
NahG-Rywal fenotipsko precej podobne, torej se naš vključek ni vgradil v del genoma, 
kjer bi motil normalno delovanje celičnih procesov (slika 33). 
 
Slika 33: Primerjava fenotipa transgenih linij NahG-Rywal TGA2.1 z NahG-Rywal. Zgornja slika je prikaz 
od strani, spodnja slika pa prikaz od zgoraj. Od leve proti desni si sedijo linija 3, linija 2, linija 10, NahG-
Rywal, linija 7 in linija 4. 
Po treh tednih smo tri od petih rastlin posamezne linije tretirali z DEX. Izbrali smo 
naključne liste tretiranih in kontrolnih rastlin, saj naj bi se inducibilni sistem izražal v 
celotni rastlini. Liste smo vzorčili tri in šest ur po tretiranju in analizirali raven izražanja 
gena TGA2.1 s PCR v realnem času.  
 
Preverjali smo razlike med tretiranimi in netretiranimi rastlinami posamezne linije in 
ugotovili, da se izrazita razlika pojavi pri linijah štiri in sedem. Rezultati nakazujejo 
izrazito izražanje gena TGA2.1 pri tretiranih linijah štiri in sedem tako po treh urah (slika 
34) kot po šestih urah (slika 35) od tretiranja z DEX. Preverjali smo tudi raven izražanja 
med dvema časovnima točkama rastlin posamezne linije in ugotovili, da ne prihaja do 
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pomembnih razlik, saj je bila vrednost p večja od 0,05. V preostalih treh analiziranih 
linijah ni prislo do indukcije izražanja TGA2.1. 
 
 
Slika 34: Izražanje gena TGA2.1 tri ure po tretiranju z DEX. Analizirali smo liste transformiranih rastlin 
krompirja  NahG-Rywal linij 2, 10, 3, 4 in 7 s konstruktom pTA7002_TGA2.1. Na grafu je prikazana 
relativna količina  RNA TGA2.1 v vzorcu, normalizirana na količino referenčnega gena cox. Oznake: 
Tretiranje z DEX (R1, R2, R3) - vzorci rastlin tri ure po tretiranju z DEX; kontrola (R4, R5) - vzorci 
netretiranih rastlin; R - rastlina, L - vzorčen list 
 
 
Slika 35: Izražanje gena TGA2.1 šest ur po tretiranju z DEX. Analizirali smo liste transformiranih rastlin 
krompirja NahG-Rywal linij 2, 10, 3, 4 in 7 s konstruktom pTA7002_TGA2.1. Na grafu je prikazana 
relativna količina amplikona TGA2.1 v vzorcu, normalizirana na količino referenčnega amplikona cox. 
Oznake: Tretiranje z DEX (R1, R2, R3) - vzorci rastlin šest ur po tretiranju z DEX; kontrola (R4, R5) - 
vzorci netretiranih rastlin; R - rastlina, L -vzorčen list 
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4.3.4 Spremljanje nastanka lezij in razmnoževanja virusa PVY v transformiranih 
rastlinah 
Transformirani liniji 4 in 7 krompirja sorte NahG-Rywal s konstruktom 
pTA7002_TGA2.1, ki vsebujeta delujoči inducibilni sistem (od tu dalje poimenovane 
TGA2.1 NahG-Rywal), smo okužili z virusom PVY N605-GFP. Zanimalo nas je, kakšen 
vpliv ima prekomerno izražanje gena TGA2.1 na širjenje virusa po rastlini. Za kontrolo 
smo okužili rastline genotipa NahG-Rywal. Okužili smo devet rastlin vsake linije in devet 
rastlin genotipa NahG-Rywal. Pri šestih rastlinah smo spremljali pojav lezij na inokuliranih 
in na zgornjih neinokuliranih listih. Pri preostalih treh rastlinah pa smo liste vzorčili za 
določanje količine virusa 3, 5 in 7 dni po okuževanju. Za stalno izražanje gena TGA2.1 
smo rastline tretirali z DEX vsak dan 14 dni zapored. 
Na grafu (slika 36) je prikazano število lezij na kvadratni centimeter lista od četrtega do 
sedmega dne po okuževanju. Izračunali smo povprečno število lezij na drugem in tretjem 
inokuliranem listu šestih rastlin linije 4 in 7 TGA2.1 NahG-Rywal ter kontrolnih rastlin 
(NahG-Rywal). Kot je razvidno iz grafa pri liniji 4 TGA2.1 NahG-Rywal in kontroli 
NahG-Rywal ni prišlo do posebnih razlik v številu lezij. Le linija 7 TGA2.1 NahG-Rywal 
ima manj lezij kot kontrola NahG-Rywal. To potrjuje tudi slika 37, kjer so prikazane 
fotografije inokuliranih listov rastlin 13 dni po okuževanju.  
 
 
Slika 36: Povprečno število lezij na inokuliranih listih rastlin genotipov krompirja po okužbi z virusom PVY. 
Opazovali smo linijo 4 TGA2.1  NahG-Rywal in linijo 7 TGA2.1 NahG-Rywal ter NahG-Rywal, 4, 5, 6, in 7 
dni po okuževanju. Povprečno število lezij je podano na kvadratni centimeter lista. Analizirana sta bila drugi 
in tretji inokuliran list pri šestih rastlinah posameznega genotipa. Na grafu je vrisana standardna napaka. 
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Slika 37: Lezije na inokulirani listi rastlin različnih genotipov krompirja tretiranih z DEX. A) Lezije na listu 
rastline linije 4 TGA2.1 NahG-Rywal B) Lezije na listu rastline linije 7 TGA2.1 NahG-Rywal C) Lezije na 
listu rastline NahG-Rywal. 
Na sliki 38 je razvidno, da pri rastlini krompirja linija 7 TGA2.1 NahG-Rywal ni bilo 
videti precejšnjih znakov okužbe z virusom PVY. Inokulirani listi so propadli, zgornji listi 
so bili lepe zelene barve in z minimalnim številom lezij. Pri rastlini krompirja linija 4 
TGA2.1 NahG-Rywal so inokulirani listi propadli, zgornji listi so porumeneli, število lezij 
pa je bilo manjše v primerjavi z rastlinami NahG-Rywal in večje v primerjavi z linijo 7. Pri 
kontrolni rastlini krompirja genotipa NahG-Rywal so inokulirani listi propadli, zgornji listi 
so precej porumeneli in imeli največje število lezij. 
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Slika 38: Primerjava fenotipa transgenih linij 4 in 7 TGA2.1 NahG-Rywal s kontrolo NahG-Rywal 25 dni po 
okuževanju. Zgornja slika je prikaz od strani, spodnja slika je prikaz od zgoraj. Od leve proti desni si sedijo 
linija 4, linija 7 in NahG-Rywal. 
Rezultate smo potrdili tudi z analizo izražanja gena TGA2.1 ter z določanjem količine 
virusne RNK z uporabo metode qPCR. Iz slike 38 je razvidno, da je bilo pri liniji 4 
TGA2.1 NahG-Rywal izražanje gena TGA2.1 po tretiranju z inducibilnim sredstvom DEX 
v primerjavi s kontrolo genotipa NahG-Rywal povečano 3 in 5 dni po okuževanju, kar je 
sovpadalo z nizko količino virusa PVY 3 in 5 dni po okuževanju (slika 39). Potem je 7 dni 
po okuževanju izražanje gena TGA2.1 upadlo (slika 38), količina virusa PVY pa je narasla 
in je bila primerljiva s količino virusa v kontrolnih rastlinah NahG-Rywal (slika 39). Pri 
liniji 7 TGA2.1 NahG-Rywal je bilo ob tretiranju z DEX v primerjavi s kontrolo opazno 
visoko izražanje gena TGA2.1 3, 5 in 7 dni po okuževanju (slika 38). Obenem pa je bila 
količina virusne RNK ves čas zelo nizka in je skozi čas celo nekoliko upadla (slika 39). 
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Slika 39: Primerjava namnoževanja virusa PVY z izražanjem gena TGA2.1 v različnih genotipih krompirja. 
A) Izražanje gena TGA2.1 v listih transformiranih rastlin krompirja linije 4 TGA2.1 NahG-Rywal in linije 7 
TGA2.1 NahG-Rywal ter kontrole genotipa NahG-Rywal 3, 5 in 7 dni po okuževanju s PVY. Na grafu je 
prikazana relativna količina amplikona TGA2.1 v vzorcu, normalizirana na količino referenčnega gena Cox. 
B) Relativna količina virusne RNK v listih transformiranih rastlin krompirja linije 4 TGA2.1 NahG-Rywal in 
linije 7 TGA2.1 NahG-Rywal ter kontrole genotipa NahG-Rywal 3, 5 in 7 dni po okuževanju s PVY. Na 
grafu je prikazana relativna količina amplikona PVY v vzorcu, normalizirana na količino referenčnega gena 
Cox. Oznake: P-rastlina, L-list, dpi-dan po okuževanju 
A 
B 
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5 RAZPRAVA 
Namen našega dela je bila vzpostavitev in preučevanje inducibilnega sistema za izražanje 
genov. Inducibilni sistem bi lahko uporabili za pogojno induciranje genov pri preučevanju 
funkcije predvsem obrambnih genov rastline. Aoyama in Chua sta leta 1997 prva uporabila 
inducibilni sistemom GVG, ki uporablja sesalčje receptorje steroidnih hormonov (GR). 
Sistem je bil skupaj z genom za luciferazo vnesen v transgeni rastlini tobaka in navadnega 
repnjakovca. Med rastjo transformiranih rastlin v mediju z dodanim deksametazonom sta 
zaznala aktivnost luciferaze, ki je korelirala s koncentracijo deksametazona v gojišču 
(Aoyama in Chua, 1997). 
Naše delo je potekalo tako, da smo v plazmid pTA7002, ki vsebuje inducibilni sistem 
GVG, vnesli gen za rumeni fluorescentni protein (YFP). Po potrditvi uspešnosti kloniranja 
in transformacije rastlin smo želeli preveriti, če se ob dodatku deksametazona na 
transformirane liste rastlin tobaka N.bentahamiana poveča izražanje gena YFP. Rezultate 
smo spremljali na dva načina. Opazovali smo intenziteto proteina YFP pod konfokalnim 
mikroskopom ter spremljali izražanje mRNA gena YFP s pomočjo pPCR. 
S pomočjo konfokalne mikroskopije smo potrdili uspešnost delovanja inducibilnega 
sistema in ugotovili, da je bila intenziteta izražanja proteina YFP najvišja dva dni po 
tretiranju z inducubilnim sredstvom DEX v primeru infiltracije brez konstrukta p19 (sliki 
19 in 24). Nato je intenziteta začela počasi upadati. V predhodnih raziskavah so inducibilni 
sistem GVG preučevali v transgenih rastlinah bombaža (Gossypium hirsutum), jelke (Abies 
fraseri), kavkaške jelke (Abies nordmanniana) in riža (Oryza sativa) (Tang in sod., 2004). 
Inducibilno izražanje so opazovali na podlagi fluorescence s konfokalno mikroskopijo ter 
ga potrdili z analizo prenos northern. Uporabili so gojišče s 5 mg/L deksametazona in 
podobno kot mi zaznali najmočnejše izražanje zelenega fluorescentnega proteina dva dni 
po tretiranju pri vseh vrstah transgenih rastlin. Pri uporabi 10 mg/L deksametazona v 
gojišču so pri obeh vrstah jelke zaznali upočasnjeno rast. Pri bombažu in rižu je bila rast 
normalna (Tang in sod., 2004). V našem poskusu smo uporabili koncentracijo 10 mg/L in 
nismo opazili spremembe v rasti. Vendar smo v nasprotju z njimi rastline poškropili z 
DEX in ga nismo imeli dodanega v gojišču (slika 33). Efekta na rast nismo opazili, kar 
pripomore k pravilni oceni funkcije pručevanih genov. 
Spremljali smo tudi izražanje gena YFP s qPCR. Ugotovili smo, da se pri tretiranih 
rastlinah v primerjavi s kontrolo močno poveča izražanje gena YFP po dveh do šestih urah 
od tretiranja (sliki 21 in 26). Nato se izražanje gena precej zmanjša. Naši rezultati 
sovpadajo z raziskavo Aoyama in Chua (1997), ki sta inducirala rastline tobaka na gojišču 
z dodanim DEX. Z analizo prenos northern sta eno uro po tretiranju zaznala mRNK 
induciranega gena, ki je dosegla svoj vrh po štirih urah od tretiranja (Aoyama in Chua, 
1997). Caddell in sod. (2015) so prav tako uporabili sistem GVG za induciranje 
obrambnega gena pri rižu. Z uporabo qPCR so podobno kot mi mRNK induciranega gena 
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zaznali po treh urah od tretiranja z DEX. Po dvanajstih urah od tretiranja so zaznali 
največjo količino mRNK, nato je izražanje hitro upadlo (Caddell in sod., 2015). 
V našem poskusu smo opazili precejšnjo časovno razliko od transkripcije gena YFP do 
zaznavanja fluorescence proteina YFP. Iz slike 24 je razvidno, da se je translacija začela po 
šestih do sedmih urah. Prva pomembna razlika pri zaznavanju fluorescence proteina YFP 
med kontrolo in tretiranimi rastlinami je bila po 24 urah. Vsa sinteza proteinov je močno 
odvisna od indukcije transkripcije. Vendar začetek transkripcije ne vodi do takojšnjega 
izražanja proteinov, ker je za to potrebna sinteza, transport in translacija mRNK. Zato pride 
do zakasnitve med indukcijo transkripcije in povečanjem količine proteina (Liu in sod, 
2016). Zakasnitev med mRNK in sintezo proteina so na ravni proteoma začeli raziskovati 
leta 2004 (Le Roch in sod., 2004). Jovanovic in sodelavci so leta 2015 pri raziskovanju 
zakasnitve v sesalčjih celicah odkrili 12 urno zakasnitev v izražanju. Raven mRNK je bila 
najvišja pet ur po tretiranju, medtem ko je bila raven proteina najvišja 12 ur pozneje 
(Jovanovic in sod. 2015). Zakasnitev je seveda odvisna od posameznega proteina na 
podlagi dolžine transkripta, sestave kodona ali od stopenj translacije (Liu in sod., 2016). 
Zanimivo je tudi, da so Lee in sodelavci v raziskavi leta 2011 ugotovili, da je pri 
kvasovkah med osmotskim stresom do 80 odstotkov razlike v spremembi količine proteina 
odvisnih od naraščanja količine mRNK (Lee in sod., 2011). Tudi v naših poskusih je 
količina proteina korelirala s količino mRNK. Gonzalez in sodelavci (2015) so za izražanje 
gena uporabili dvojni regulatorni sistem, alternativno izrezovanje in inducibilni sistem 
GVG, da so se izognili morebitnemu izražanju gena pred indukcijo. Rastline so tretirali z 
DEX in protein zaznali s 16 urno zakasnitvijo (Gonzalez in sod. 2015). Zanimivo je, da je 
v našem poskusu od zaznavanja najvišje vrednosti mRNK do največje fluorescence YFP 
minilo skoraj 42 ur. Pri fluorescentnih proteinih je povprečen čas od sinteze proteina do 
njegove razgradnje približno 24 ur (Snapp, 2009). Morda se je v našem primeru ta čas 
podaljšal in se YFP ni tako hitro razgrajeval. Še ena možnost je, da so rastline v stresu, kar 
vpliva na njihovo hitrost translacije (Echevarría-Zomeño in sod., 2013). 
V enem od poskusov smo pri prehodni transformaciji uporabili konstrukt p19, ki je protein 
virusa paradižnika in deluje kot zaviralec PTGS. Deluje na miRNA in siRNA ter prepreči 
njuno vezavo na kompleks RISC, ki deluje kot nukleaza pri razgrajevanju mRNA 
(Chapman in sod., 2004). S pomočjo konfokalne mikroskopije smo potrdili uspešnost 
delovanja inducibilnega sistema in ugotovili, da je intenziteta izražanja proteina YFP 
naraščala do sedem dni po tretiranju z inducibilnim sredstvom DEX v primeru infiltracije s 
konstruktom p19. Nato je intenziteta začela počasi upadati (slika 16). Pri kontroli smo 
zaznali podoben vzorec, vendar z bolj šibko intenziteto. Podobne rezultate smo dobili tudi 
pri qPCR, kjer smo spremljali izražanje gena YFP. Pri tretiranih rastlinah je količina 
amplikona YFP začela naraščati po treh urah od tretiranja in se močno povečevala do 96 ur 
po tretiranju. Ti rezultati sovpadajo z raziskavama, kjer so za prehodno transformacijo 
uporabili konstrukt z zelenim fluorescentnim proteinom in p19. Ugotovili so, da se ob 
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dodatku konstrukta p19 izražanje gena poveča tudi do 50-krat (Voinnet in sod., 2003, 
Zheng in sod., 2009). 
Za nadaljne funkcijske analize smo se osredotočili na gen RbohD ter na gen TGA2.1, ki 
sodelujeta pri obrambi rastline pred patogeni. Pri genu RbohD smo za začetek na podlagi 
sekvenciranja cDNK krompirja sorte Rywal želeli pridobiti celotno nukleotidno zaporedje 
gena. Potrdili smo, da sta v sorti krompirja Rywal prisotni obe obliki gena, in sicer 
RbohD1 in RbohD2. Na podlagi večjega števila kolonij, ki so imele v plazmid vgrajen 
RbohD1, lahko sklepamo, da ima v rastlini bolj pomembno vlogo in se bolj izraža RbohD1 
kot RbohD2. Od referenčnega gena se je RbohD1 najbolj razlikoval v večji količini SNP-
jev. Le ena od kolonij je vsebovala veliko delecijo v sredini gena, kar bi lahko imelo vlogo 
pri delovanju gena. Ne moremo izključiti, da gre le za naključno mutacijo pri kloniranju 
gena ali za mutacijo v enem od alelov. Najbolje bi bilo ponovno sekvencirati kolonijo. Gen 
RbohD2 je v primerjavi z referenčnim genom proti koncu gena vseboval veliko insercijo, 
kar bi lahko imelo vpliv na delovanje gena. V nedavni raziskavi so Otulak-Kozieł in 
sodelavci raziskovali vlogo in območje delovanja gena RbohD pri okužbi z virusom 
PVY
NTN
. RBOHD naj bi sodeloval pri nastanku nekroz, natančneje pri kopičenju v 
kloroplastih in posledično nastanku lezij. Pri krompirju sorte Rywal so ugotovili, da je med 
HR odlaganju H2O2 v celični steni sledilo kopičenje RBOHD v celičnih organelih. Pri 
krompirju sorte Sapro Mira se je RBOHD kopičil v apoplastu, kar je preprečilo širjenje 
virusa. Vendar v primeru sorte Rywal ni bilo dovolj akumulacije RBOHD v apoplastu, da 
bi ustavilo virus (Otulak-Kozieł in sod., 2019). Morda imata različici gena RbohD različni 
vlogi pri akumulaciji proteina v različnih delih celice. V nadaljevanju bi želela odkriti 
razliko v delovanju teh dveh genov. 
Stabilno transformacijo krompirja genotipov Rywal in NahG-Rywal smo izvedli z 
inducibilnim sistemom, ki je nadzoroval prepis gena TGA2.1. Želeli smo odkriti, kako 
povečano izražanje gena TGA2.1 vpliva na obrambni sistem rastline oziroma na 
razmnoževanje virusa PVY. Protein TGA2.1 namreč nima enake zgradbe kot ostali 
proteini TGA, saj je nekoliko krajši. Vsebuje le C-terminalno domeno. O delovanju 
proteina TGA2.1 pri krompirju še ni veliko znanega in zato nas je zanimal njegov vpliv na 
obrambo rastline. Ker nismo poznali funkcije TGA2.1 pri obrambnem odzivu krompirja, 
smo transformirali dva različna genotipa krompirja: Rywal, kjer pride do HR in NahG-
Rywal, ki ima onemogočeno akumulacijo SA, je bolj občutljiv na virus (Baebler in sod., 
2014) in virus se širi tudi v zgornje liste. Če TGA2.1 poveča občutljivost do virusa PVY in 
onemogoči odpornost, bi to lahko opazili pri rastlinah Rywal. Če pa bi TGA2.1 povečal 
odpornost rastline do virusa, bi to lahko opazili pri rastlinah NahG-Rywal. Odločili smo se, 
da analizo začnemo z genotipom NahG-Rywal. Linije rastlin krompirja NahG-Rywal z 
vključenim konstruktom in NahG-Rywal kot kontrolo smo po treh tednih rasti v zemlji 
fenotipsko primerjali in videli, da so si rastline med seboj precej podobne. Pomembno je, 
da ni razlik v rasti oz. drugih fenotipskih razlik, ker bi to lahko pomenilo, da se je 
konstrukt vgradil v kakšen gen, ki ima pomembno funkcijo. Najhuje, če v kakšen gen, ki 
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ima vlogo pri obrambi rastline. Vse rastline smo tretirali z DEX in s qPCR spremljali 
izražanje gena TGA2.1. Pri linijah 4 in 7 TGA2.1 NahG-Rywal smo potrdili delovanje 
inducibilnega sistema, saj je bilo izražanje gena zelo visoko v primerjavi s kontrolo 
genotipa NahG-Rywal (sliki 34 in 35). Tako kot pri poskusu prehodne transformacije N. 
benthamiana z inducibilnim konstruktom je bilo izražanje gena najvišje med tremi in 
šestimi urami po tretiranju.  
Poskus smo nadaljevali tako, da smo liniji 4 in 7 TGA2.1 NahG-Rywal ter kontrolo NahG-
Rywal okužili z virusom PVY N605-GFP. Rastline smo vsak dan tretirali z DEX in 
spremljali število lezij. Ugotovili smo, da sta imeli linija 4 TGA2.1 NahG-Rywal in 
kontrola NahG-Rywal primerljivo število lezij. Linija 7 TGA2.1 NahG-Rywal je imela 
najmanj lezij, vendar so bile tudi rastline nekoliko manjše (slika 36). Če predpostavimo, da 
majhna razlika v velikosti rastlin ni imela posebnega vpliva, lahko sklepamo, da je pri liniji 
7 prišlo do vpliva povečanega izražanja gena TGA2.1. Leta 2003 so v raziskavi Zhang in 
sodelavci ugotovili, da interakcija proteinov TGA2, TGA5 in TGA6 z NPR1 pri navadnem 
repnjakovcu vodi do aktivacije gena PR1 po tretiranju s homologom SA (Zhang in sod., 
2003). Kesarwani in sodelavci so v raziskavi (2007) odkrili, da pri navadnem repnjakovcu 
sam gen TGA2 negativno regulira transkripcijo gena PR1 (Kesarwani in sod., 2007). Torej 
lahko TGA2 transkripcijo gena PR1 regulira pozitivno ali negativno. Če sklepamo, da ima 
gen TGA2.1 pri krompirju podobno vlogo kot gen TGA2 pri navadnem repnjakovcu, bi 
najverjetneje morali v našem poskusu dobiti rastline z več lezijami in večjo količino virusa 
PVY v listih. Razlog za to je, da rastline krompirja NahG-Rywal niso sposobne 
akumulacije SA (Baebler in sod., 2014), ki je potrebna za interakcijo proteinov TGA2 in 
NPR1, ki nato vodi do izražanja obrambnega gena PR1.  
V našem poskusu smo po tretiranju z DEX opravili analizo izražanja gena TGA2.1 (pod 
vplivom inducibilnega promotorja) ter analizo količine virusne RNK v inokuliranih listih 
rastlin linije 4 in 7 TGA2.1 NahG-Rywal ter kontrole NahG-Rywal. Ugotovili smo, da se 
je pri liniji 7 TGA2.1 NahG-Rywal količina virusa v listih 3, 5 in 7 dni po okuževanju 
zniževala s časom (slika 39b). To je sovpadalo s povečanim izražanjem gena TGA2.1 ob 
tretiranju z DEX (slika 39a). Že pri prejšnjem poskusu smo opazili, da je imela linija 7 po 
tretiranju z DEX največje izražanje gena TGA2.1 (slika 34). Pri liniji 4 TGA2.1 NahG-
Rywal je bila količina virusa 7 dni po okuževanju povečana (slika 39b) ampak je hkrati 
upadlo tudi izražanje gena TGA2.1 (slika 39a). Pri kontroli genotipa NahG-Rywal, ki ni 
imela prekomernega izražanja gena TGA2.1 (slika 39a), se je količina virusa v listih 
rastline 3, 5 in 7 dni po okuževanju povečevala (slika 39b). Na podlagi teh rezultatov lahko 
sklepamo, da je imel gen TGA2.1 pomembno vlogo pri obrambi rastline pred virusom, saj 
je omejeval širjenje virusa. Pomembno je omeniti, da TGA2.1 za razliko od ostalih 
proteinov TGA vsebuje le C-terminalno domeno. Za interakcijo TGA-NPR1 je potrebna C-
terminalna domena transkripcijskega faktorja TGA (Zhang in sod., 1999, Zhou in sod., 
2000, Fan in Dong, 2002). Torej obstaja možnost, da je prišlo do interakcije TGA2.1 z 
NPR1 brez prisotnosti SA ali sta k interakciji pripomogla etilen in JA. Ali pa obstaja 
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kakšen drug mehanizem, s katerim je TGA2.1 sposoben povečati odpornost krompirja pred 
virusom PVY. Morda se je protein TGA2.1 vezal na druge TGA in je moduliral njihivo 
sposobnost uravnavanja transkripcije. Boyle in sodelavci (2009) so v študiji ugotovili, da je 
N-terminalna domena TGA2 pri navadnem repnjakovcu zatiralec povezave s cis-elementi 
PR1 (Boyle in sod., 2009). Na podlagi tega lahko sklepamo, da TGA2.1, ki nima N-
terminale domene, ni zatiral transkripcije gena PR1.  
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6 SKLEPI 
- Optimizirali smo uporabo glukokortikoidnega inducibilnega sistema pri prehodni 
transformaciji rastlin N.benthamiana in pri stabilni transformaciji rastlin krompirja. 
- Glukokortikoidni inducibilni sistem se uspešno inducira s sintetičnim 
glukokortikoidnim hormonom deksametazonom od 3 do 24 ur po tretiranju v 
tobaku in krompirju. 
- Z uporabo konstrukta p19 pri agroinfiltraciji se poveča izražanje želenega gena ter 
poviša se trajanje sinteze in prisotnosti proteina v tobaku N.benthamiana. 
- Prekomerno izražanje gena TGA2.1 pri krompirju genotipa NahG-Rywal pripomore 
k obrambi rastline pred virusom PVY. 
- V krompirju sorte Rywal je pri obeh različicah gena RbohD, RbohD1 in RbohD2, 
prisoten polimorfizem. 
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7 POVZETEK  
Krompir je ena od najbolj pomembnih poljščin na svetu. Njegov pridelek vedno bolj 
ogroža širjenje krompirjevega virusa Y,  zato smo v magistrskem delu raziskovali, kako bi 
lahko pripomogli k odpravi tega problema. Želeli smo vzpostaviti glukokortikoidni 
inducibilni sistem, da bi preučevali funkcijo genov, ki naj bi bili udeleženi pri obrambnem 
odzivu krompirja pred virusom PVY, ne da bi pri tem vplivali na razvoj rastline. Večina 
gensko spremenjenih rastlin ima namreč vstavljen konstrukt, ki je pod vplivom 
konstitutivnega promotorja, ki omogoča konstantno izražanje določenega gena/genov, kar 
ima lahko vpliv na razvoj rastline. Za vzpostavitev delovanja glukokortikoidnega 
inducibilnega sistema, ki ga inducira sintetični glukokortikoidni hormon DEX, smo v 
plazmid pTA7002 vstavili rumeni fluorescentni protein (YFP) in prehodno transformirali 
rastline tobaka Nicotiana benthamiana. S konfokalno lupo smo spremljali fluorescenco 
YFP in ugotovili, da je inducibilni sistem deloval ter da je bila fluorescenca najmočnejša 
48 ur po tretiranju z DEX. Rezultate smo potrdili tudi z analizo qPCR, pri kateri smo 
zaznali največje izražanje gena YFP 6 ur po tretiranju. Delo smo nadaljevali tako, da smo 
se osredotočili na dva gena, ki naj bi bila pomembna pri obrambnem odzivu krompirja na 
virus PVY. Gen TGA2.1 smo uporabili za prekomerno izražanje gena z uporabo 
inducibilnega sistema, da bi potrdili njegovo funkcijo. Pri analizi zaporedja DNK 
obrambnega gena RbohD smo ugotovili, da krompir genotipa Rywal vsebuje dve različici 
gena, in sicer RbohD1 ter RbohD2, od katerih je RbohD1 v krompirju bolj zastopan. Za 
vzpostavitev inducibilnega sistema v krompirju smo uporabili stabilno transformacijo 
krompirja genotipa NahG-Rywal. V plazmid pTA7002 smo vstavili gen TGA2.1, ki je 
vključen v obrambno signalizacijo pri rastlinah. Z uporabo inducibilnega sistema smo 
ugotovili, da prekomerno izražanje gena TGA2.1 omeji širjenje virusa PVY pri krompirju. 
Na podlagi tega lahko sklepamo, da je TGA2.1 pozitivni regulator obrambnega odziva 
krompirja pri okužbi s PVY. 
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PRILOGA A 
Nukleotidno zaporedje genov YFP in TGA2.1, ki smo jih uporabili pri kloniranju 
YFP 
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGA
GCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAG
GGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAA
GCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAGTG
CTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCA
TGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAAC
TACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCA
TCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAA
GCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGA
AGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAG
CGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG
TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGAC
CCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGG
GATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA 
TGA2.1 (Sotub10g022560)  
ATGGATGCAATGGGTGATAGGGAAGGCCCTAGGCTTGTGAGCTCCACTGCACT
TTGGAGGGGTGACCGTCGGCCAGCCCAAGTCGTCCAGGTATCGCAGTTGGAGC
AAGACTTTCAGCGAGCACCTCAACAGCGCGAAAGTGGGTCCTTACCATTTGAT
ACAGAATATAGTCGATGGTTGGAAGAACACACCAAACACATCAATGAATTGA
GGACTGCTGTCAATTCACATGCAAGTGATCCTGAACTGCGAAGTATGGTGGAT
AGTGTCATTGCACATTATGATGAGGTCTATAGGATGAAAGCAAATGCAGCCAA
GGGTAACGTAGAGCATCTCTTGTCAGGAATGTGGAAAACCCCTGCTGAGCGGT
GTTCTATGTGGATTGGTGACTTCCGCCCCTCCTTACTGCTTAAGCTTCTAGTCA
ATCAGGTGGAGCCTCTGACCGAGCAACAGTTAATTGGCATTGTCAACTTGCAG
CAGTCATCCCAACAAGCAGAAGATGCTCTTTCACAAGATATGGAGGCGTGGCA
GCAATCCTTGGAGGTGACATTAGCTTACGGATCTCTTGCTACTGAAGGGTCATC
CGGAGATGCAGCTTATAATATAAGTCAGATGGCAATGGCTATGGGGATATTAG
GGACCCTTGAAGGTTTTCTCCGTCAGGCAGACAACCTGCGTCAACAAACATTG
CAACAGATGCATCGCATGTTGACAACCAGACAATCAGCCCGTGCTCTTCTTGC
AATAAGTGAATACTTCTCACGTCTTCGAGCTCTCAGCTCTCTTTGGCTTGCCAG
ACCACGAGAGCAATAA 
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PRILOGA B 
Poravnave nukleotidnih zaporedij gena RbohD1 po sekvenciranju različnih plazmidov 
kolonij E.coli z vstavljenim genom 
1 9710 20 30 40 50 60 70 80(1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGACAGGGAGCTTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGTATGGCGAAATCACCCTTGSotub REF RBOHD 1 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGACAGGGAGTTTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGTATGGCGAAATCACCCTTGST col 1 RBOHD1 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGGCAGGGAGATTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGAATGTCGAAATCACCCTTGSTcol 4 RBOHD 1 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGGCAGGGAGATTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGAATGTCGAAATCACCCTTGST col 3 RBOHD 1 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGGCAGGGAGATTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGAATGTCGAAATCACCCTTGSTcol 12 RBOHD 1 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGGCAGGGAGATTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGAATGTCGAAATCACCCTTGST col 10 RBOHD 1 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGGCAGGGAGATTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGAATGTCGAAATCACCCTTGSTcol 13 RBOHD 1 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGGCAGGGAGATTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGAATGTCGAAATCACCCTTGConsensus (1)  
90 186100 110 120 130 140 150 160 170(90)
CACCCTTGATATCCGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGATTGAGGCACTGGAAAAASotub REF RBOHD 1 (90)
CACCCTTGATATCCGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGGTTGAGGCACTGGGAAAAST col 1 RBOHD1 (90)
CACCCTTGATATCTGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGCTTGAGGCACTGGGCAAASTcol 4 RBOHD 1 (90)
CACCCTTGATATCTGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGCTTGAGGCACTGGGCAAAST col 3 RBOHD 1 (90)
CACCCTTGATATCTGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGCTTGAGGCACTGGGCAAASTcol 12 RBOHD 1 (90)
CACCCTTGATATCTGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGCTTGAGGCACTGGGCAAAST col 10 RBOHD 1 (90)
CACCCTTGATATCTGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGCTTGAGGCACTGGGCAAASTcol 13 RBOHD 1 (90)
CACCCTTGATATCTGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGCTTGAGGCACTGGGCAAAConsensus (90)  
180 276190 200 210 220 230 240 250 260(180)
GGAAAAAAGCCTGCAGAAGAAGTGCAGCTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAATAGACAACCGCATSotub REF RBOHD 1 (180)
GGGAAAAAGCCTGCAGAAGAAGTGCAGCTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAATAGACAACCGCATST col 1 RBOHD1 (180)
GGGCAAAAACCTGCAGAAAAAGCGCAGTTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAAGAGACAACCGCATSTcol 4 RBOHD 1 (180)
GGGCAAAAACCTGCAGAAAAAGCGCAGTTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAAGAGACAACCGCATST col 3 RBOHD 1 (180)
GGGCAAAAACCTGCAGAAAAAGCGCAGTTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAAGAGACAACCGCATSTcol 12 RBOHD 1 (180)
GGGCAAAAACCTGCAGAAAAAGCGCAGTTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAAGAGACAACCGCATST col 10 RBOHD 1 (180)
GGGCAAAAACCTGCAGAAAAAGCGCAGTTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAAGAGACAACCGCATSTcol 13 RBOHD 1 (180)
GGGCAAAAACCTGCAGAAAAAGCGCAGTTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAAGAGACAACCGCATConsensus (180)  
270 366280 290 300 310 320 330 340 350(270)
ACCGCATCCTCCTCAGATATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGTTCTGGASotub REF RBOHD 1 (270)
ACCGCATCCTCCTCAGATATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGTTCTGGAST col 1 RBOHD1 (270)
ACCGCATCCTCCTCTGACATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGASTcol 4 RBOHD 1 (270)
ACCGCATCCTCCTCTGACATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGAST col 3 RBOHD 1 (270)
ACCGCATCCTCCTCTGACATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGASTcol 12 RBOHD 1 (270)
ACCGCATCCTCCTCTGACATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGAST col 10 RBOHD 1 (270)
ACCGCATCCTCCTCTGACATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGASTcol 13 RBOHD 1 (270)
ACCGCATCCTCCTCTGACATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGAConsensus (270)  
360 456370 380 390 400 410 420 430 440(360)
TTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTCGACGAGCTTACTGCCATCTCAGATAGCTTACTGCCTCGGGGGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGSotub REF RBOHD 1 (360)
TTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTCGACGAGCTTACTGCCATCTCAGATAGCTTACTGCCTCGGGGGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGST col 1 RBOHD1 (360)
CTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTTGACGAGCTTACTGCCAACTCAGATAGCTTACTTCCTCGGGCGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGSTcol 4 RBOHD 1 (360)
CTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTTGACGAGCTTACTGCCAACTCAGATAGCTTACTTCCTCGGGCGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGST col 3 RBOHD 1 (360)
CTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTTGACGAGCTTACTGCCAACTCAGATAGCTTACTTCCTCGGGCGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGSTcol 12 RBOHD 1 (360)
CTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTTGACGAGCTTACTGCCAACTCAGATAGCTTACTTCCTCGGGCGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGST col 10 RBOHD 1 (360)
CTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTTGACGAGCTTACTGCCAACTCAGATAGCTTACTTCCTCGGGCGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGSTcol 13 RBOHD 1 (360)
CTCTGGATGGGACACCGTCCAACAGCGCTTTGACGAGCTTACTGCCAACTCAGATAGCTTACTTCCTCGGGCGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGConsensus (360)  
450 546460 470 480 490 500 510 520 530(450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTTTTTGACGCGTTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGSotub REF RBOHD 1 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTTTTTGACGCGTTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGST col 1 RBOHD1 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTATTTGATGCATTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGSTcol 4 RBOHD 1 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTATTTGATGCATTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGST col 3 RBOHD 1 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTATTTGATGCATTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGSTcol 12 RBOHD 1 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTATTTGATGCATTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGST col 10 RBOHD 1 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTATTTGATGCATTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGSTcol 13 RBOHD 1 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTATTTGATGCATTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGConsensus (450)  
630 726640 650 660 670 680 690 700 710(630)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGTGCATCAGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAA-CAAGCTGCAGAATSotub REF RBOHD 1 (629)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGTGCATCAGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAA-CAAGCTGCAGAATST col 1 RBOHD1 (629)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGTGCATCAGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAA-CAAGCTGCAGAATSTcol 4 RBOHD 1 (629)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTCAGAGAGATTATTTGCCTTAGCGCATCTGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAA-CAAGCTGCAGAATST col 3 RBOHD 1 (630)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTCAGAGAGATTATTTGCCTTAGCGCATCTGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAA-CAAGCTGCAGAATSTcol 12 RBOHD 1 (629)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTCAGAGAGATTATTTGCCTTAGCGCATCTGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAA-CAAGCTGCAGAATST col 10 RBOHD 1 (629)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTCAGAGAGATTATTTGCCTTAGCGCATCTGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAAACAAGCTGCAGAATSTcol 13 RBOHD 1 (629)
CAGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTCAGAGAGATTATTTGCCTTAGCGCATCTGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAA CAAGCTGCAGAATConsensus (630)  
540 636550 560 570 580 590 600 610 620(540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAGACTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTT-GACATGGTTGATAAAGATGCAGATGGSotub REF RBOHD 1 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAGACTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTT-GACATGGTTGATAAAGATGCAGATGGST col 1 RBOHD1 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTT-GACATGGTTGATAAAAATGCAGATGGSTcol 4 RBOHD 1 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTTTGACATGGTTGATAAAAATGCAGATGGST col 3 RBOHD 1 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTT-GACATGGTTGATAAAAATGCAGATGGSTcol 12 RBOHD 1 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTT-GACATGGTTGATAAAAATGCAGATGGST col 10 RBOHD 1 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTT-GACATGGTTGATAAAAATGCAGATGGSTcol 13 RBOHD 1 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTT GACATGGTTGATAAAAATGCAGATGGConsensus (540)  
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720 816730 740 750 760 770 780 790 800(720)
GCAGAATGCGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGAACACAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAASotub REF RBOHD 1 (718)
GCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGAACACAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAAST col 1 RBOHD1 (718)
GCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGACCAAAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAASTcol 4 RBOHD 1 (718)
GCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGACCAAAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAAST col 3 RBOHD 1 (719)
GCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGACCAAAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAASTcol 12 RBOHD 1 (718)
GCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGACCAAAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAAST col 10 RBOHD 1 (718)
GCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGACCAAAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAASTcol 13 RBOHD 1 (719)
GCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCGCGACCAAAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAAConsensus (720)  
810 906820 830 840 850 860 870 880 890(810)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGGAAAAGGCTTGAATAGGAACTTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACAGTGGAGACAAATCCCATAASotub REF RBOHD 1 (808)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGGAAAAGGCTTGAATAGGAACTTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACAGTGGAGACAAATCCCATAAST col 1 RBOHD1 (808)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAGGCCTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAASTcol 4 RBOHD 1 (808)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAGGCCTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAAST col 3 RBOHD 1 (809)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAGGCCTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAASTcol 12 RBOHD 1 (808)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAGGCCTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAAST col 10 RBOHD 1 (808)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAGGCCTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAASTcol 13 RBOHD 1 (809)
GCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAGGCCTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAAConsensus (810)  
900 996910 920 930 940 950 960 970 980(900)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTAAAGTACTTTTTGTTAGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTSotub REF RBOHD 1 (898)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTAAAGTACTTTTTGTTAGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTST col 1 RBOHD1 (898)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTGAAGTACTTTTTGCTGGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTSTcol 4 RBOHD 1 (898)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTGAAGTACTTTTTGCTGGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTST col 3 RBOHD 1 (899)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTGAAGTACTTTTTGCTGGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTSTcol 12 RBOHD 1 (898)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTGAAGTACTTTTTGCTGGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTST col 10 RBOHD 1 (898)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTGAAGTACTTTTTGCTGGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTSTcol 13 RBOHD 1 (899)
CCCATAAAAAGATGGTATAACAATTTGAAGTACTTTTTGCTGGACAATTGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTConsensus (900)  
990 10861000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070(990)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGSotub REF RBOHD 1 (988)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGST col 1 RBOHD1 (988)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGSTcol 4 RBOHD 1 (988)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGST col 3 RBOHD 1 (989)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGSTcol 12 RBOHD 1 (988)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGST col 10 RBOHD 1 (988)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGSTcol 13 RBOHD 1 (989)
GCTGGCTTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGConsensus (990)  
1080 11761090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160(1080)
GCCGAGGTAGTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGSotub REF RBOHD 1 (1078)
GCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGST col 1 RBOHD1 (1078)
GCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGSTcol 4 RBOHD 1 (1078)
GCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGST col 3 RBOHD 1 (1079)
GCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGSTcol 12 RBOHD 1 (1078)
GCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGST col 10 RBOHD 1 (1078)
GCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGSTcol 13 RBOHD 1 (1079)
GCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGConsensus (1080)  
1170 12661180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250(1170)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTSotub REF RBOHD 1 (1168)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTST col 1 RBOHD1 (1168)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTSTcol 4 RBOHD 1 (1168)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTST col 3 RBOHD 1 (1169)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTSTcol 12 RBOHD 1 (1168)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTST col 10 RBOHD 1 (1168)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTSTcol 13 RBOHD 1 (1169)
GGTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTConsensus (1170)  
1260 13561270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340(1260)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAACCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTSotub REF RBOHD 1 (1258)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTST col 1 RBOHD1 (1258)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTSTcol 4 RBOHD 1 (1258)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTST col 3 RBOHD 1 (1259)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTSTcol 12 RBOHD 1 (1258)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTST col 10 RBOHD 1 (1258)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTSTcol 13 RBOHD 1 (1259)
ATGACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTConsensus (1260)  
1350 14461360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430(1350)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGASotub REF RBOHD 1 (1348)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAST col 1 RBOHD1 (1348)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGASTcol 4 RBOHD 1 (1348)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAST col 3 RBOHD 1 (1349)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGASTcol 12 RBOHD 1 (1348)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGGATCTAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAST col 10 RBOHD 1 (1348)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGASTcol 13 RBOHD 1 (1349)
TGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAConsensus (1350)  
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1440 15361450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520(1440)
AGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCACCGGTTTCAATGCCTTTTGGTACTCCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCSotub REF RBOHD 1 (1438)
AGAAGGAAC------C------------------------------------------------------ACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCST col 1 RBOHD1 (1438)
AGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTTTGGTACACCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCSTcol 4 RBOHD 1 (1438)
AGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTTTGGTACACCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCST col 3 RBOHD 1 (1439)
AGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTTTGGTACACCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCSTcol 12 RBOHD 1 (1438)
AGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTTTGGTACACCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCST col 10 RBOHD 1 (1438)
AGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTTTGGTACACCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCSTcol 13 RBOHD 1 (1439)
AGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTTTGGTACACCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCConsensus (1440)  
1530 16261540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610(1530)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTAGCTATACCAATCATACTTTSotub REF RBOHD 1 (1528)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTAGCTATACCAATCATACTTTST col 1 RBOHD1 (1468)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTSTcol 4 RBOHD 1 (1528)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTST col 3 RBOHD 1 (1529)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTSTcol 12 RBOHD 1 (1528)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTST col 10 RBOHD 1 (1528)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTSTcol 13 RBOHD 1 (1529)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTConsensus (1530)  
1620 17161630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700(1620)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAANNNNNNNNNNNNNATGGAAATGTGTTGASotub REF RBOHD 1 (1618)
ATACTTTATTTTGGTGAAAGATTATTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCATGGAAATGTGTTGAST col 1 RBOHD1 (1558)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGGGAATGTGTTGASTcol 4 RBOHD 1 (1618)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGGGAATGTGTTGAST col 3 RBOHD 1 (1619)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGGGAATGTGTTGASTcol 12 RBOHD 1 (1618)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGGGAATGTGTTGAST col 10 RBOHD 1 (1618)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGGGAATGTGTTGASTcol 13 RBOHD 1 (1619)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGGGAATGTGTTGAConsensus (1620)  
1710 18061720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790(1710)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCSotub REF RBOHD 1 (1708)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCST col 1 RBOHD1 (1648)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCSTcol 4 RBOHD 1 (1708)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCST col 3 RBOHD 1 (1709)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCSTcol 12 RBOHD 1 (1708)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCST col 10 RBOHD 1 (1708)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCSTcol 13 RBOHD 1 (1709)
GTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCConsensus (1710)  
1800 18961810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880(1800)
GAATGGCATCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGSotub REF RBOHD 1 (1798)
GAATGGCATCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGST col 1 RBOHD1 (1738)
GAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGSTcol 4 RBOHD 1 (1798)
GAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGST col 3 RBOHD 1 (1799)
GAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGSTcol 12 RBOHD 1 (1798)
GAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGST col 10 RBOHD 1 (1798)
GAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGSTcol 13 RBOHD 1 (1799)
GAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGConsensus (1800)  
1890 19861900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970(1890)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGAACTCGTTAAAGCTGACTACTTGCAAGACAGCATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGSotub REF RBOHD 1 (1888)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGAACTCGTTAAAGCTGACTACTTGCAAGACAGCATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGST col 1 RBOHD1 (1828)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGACTCGTTAAATCTGACTACTTGCAAGACAAAATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGSTcol 4 RBOHD 1 (1888)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGACTCGTTAAATCTGACTACTTGCAAGACAAAATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGST col 3 RBOHD 1 (1889)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGACTCGTTAAATCTGACTACTTGCAAGACAAAATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGSTcol 12 RBOHD 1 (1888)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGACTCGTTAAATCTGACTACTTGCAAGACAAAATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGST col 10 RBOHD 1 (1888)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGACTCGTTAAATCTGACTACTTGCAAGACAAAATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGSTcol 13 RBOHD 1 (1889)
AGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGACTCGTTAAATCTGACTACTTGCAAGACAAAATAAATTACCCAAAAGTGTTAATTGConsensus (1890)  
1980 20761990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060(1980)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAASotub REF RBOHD 1 (1978)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAAST col 1 RBOHD1 (1918)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAASTcol 4 RBOHD 1 (1978)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAAST col 3 RBOHD 1 (1979)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAASTcol 12 RBOHD 1 (1978)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAAST col 10 RBOHD 1 (1978)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAASTcol 13 RBOHD 1 (1979)
TTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAAConsensus (1980)  
2070 21662080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150(2070)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAT-CAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCASotub REF RBOHD 1 (2068)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAT-CAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCAST col 1 RBOHD1 (2008)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAA-CAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCASTcol 4 RBOHD 1 (2068)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAA-CAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCAST col 3 RBOHD 1 (2069)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAAACAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCASTcol 12 RBOHD 1 (2068)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAA-CAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCAST col 10 RBOHD 1 (2068)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAA-CAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCASTcol 13 RBOHD 1 (2069)
ATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTGGAGAAAAAAA CAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCAConsensus (2070)  
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2160 22562170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240(2160)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGATGTAATGSotub REF RBOHD 1 (2157)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGATGTAATGST col 1 RBOHD1 (2097)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGTAATGSTcol 4 RBOHD 1 (2157)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGTAATGST col 3 RBOHD 1 (2158)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGTAATGSTcol 12 RBOHD 1 (2158)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGTAATGST col 10 RBOHD 1 (2157)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGTAATGSTcol 13 RBOHD 1 (2158)
AAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGTAATGConsensus (2160)  
2250 23462260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330(2250)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGSotub REF RBOHD 1 (2247)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGST col 1 RBOHD1 (2187)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGSTcol 4 RBOHD 1 (2247)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGST col 3 RBOHD 1 (2248)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGSTcol 12 RBOHD 1 (2248)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGST col 10 RBOHD 1 (2247)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGSTcol 13 RBOHD 1 (2248)
TGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGConsensus (2250)  
2340 24362350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420(2340)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACSotub REF RBOHD 1 (2337)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACST col 1 RBOHD1 (2277)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACSTcol 4 RBOHD 1 (2337)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACST col 3 RBOHD 1 (2338)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACSTcol 12 RBOHD 1 (2338)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACST col 10 RBOHD 1 (2337)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACSTcol 13 RBOHD 1 (2338)
GCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACConsensus (2340)  
2430 25262440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510(2430)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCATTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCSotub REF RBOHD 1 (2427)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCATTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCST col 1 RBOHD1 (2367)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCSTcol 4 RBOHD 1 (2427)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCST col 3 RBOHD 1 (2428)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCSTcol 12 RBOHD 1 (2428)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCST col 10 RBOHD 1 (2427)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCSTcol 13 RBOHD 1 (2428)
TGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCConsensus (2430)  
2487 25832500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570(2487)
TGGGGCACCAGCATTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGASotub REF RBOHD 1 (2484)
TGGGGCACCAGCATTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGAST col 1 RBOHD1 (2424)
TGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGASTcol 4 RBOHD 1 (2484)
TGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGAST col 3 RBOHD 1 (2485)
TGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGASTcol 12 RBOHD 1 (2485)
TGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGAST col 10 RBOHD 1 (2484)
TGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGASTcol 13 RBOHD 1 (2485)
TGGGGCACCAGCACTGACGAAAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGAConsensus (2487)  
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PRILOGA B1 
 
Nukleotidno zaporedje gena RbohD1 krompirja sorte Rywal 
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGGCAGGGAGATTAGTAGTCCCTCAAA
CACCACCAAATCTAACGATGACAAGAATGTCGAAATCACCCTTGATATCTGTG
ATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGA
GGAAGCAGAGCTTGAGGCACTGGGCAAAAACCTGCAGAAAAAGCGCAGTTTT
GGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAA
GAGACAACCGCATCCTCCTCTGACATTTGATAGGAGTTCAACAGCAGCTCAGA
ATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGATGG
GACACCGTCCAACAGCGCTTTGACGAGCTTACTGCCAACTCAGATAGCTTACTT
CCTCGGGCGAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATT
TGCACTAGAGCTATTTGATGCATTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTT
GCATCAGCAAAGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGC
TTTGATTCCCGGCTTCGAACCTTTTTTGACATGGTTGATAAAAATGCAGATGGT
AGACTTACAGAAGAAGAAGTCAGAGAGATTATTTGCCTTAGCGCATCTGCTAA
CAAGCTGTCAAATATCCAAAAACAAGCTGCAGAATACGCAGCGTTGATCATGG
AAGAGTTGGATCGCGACCAAAAAGGATACATCATGCTTGAGAACTTGGAAATG
CTTTTATTACAAGCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAGGCCTGAACAGGAA
CCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCA
TAAAAAGATGGTATAACAATTTGAAGTACTTTTTGCTGGACAATTGGCGAAGA
GTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGCTTATTTGCTTACAAG
TATGTCCAGTACAAAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGT
GTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGTACTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACT
CCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTG
GTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCA
ATTGCAGTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTGTGATTTTCCT
CGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAGCCATACTTTGG
AGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCG
GGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGAT
TTAGAAGGAACAAAATTCGTTTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTC
AATGCCTTTTGGTACACCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCTCCTCATAG
TCCATGGTATCGAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGG
ATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCA
TTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGG
GAATGTGTTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTG
GGCAATACATGTTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCACCCAT
TTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTG
TTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACA
GGAAGAAGTGGACTCGTTAAATCTGACTACTTGCAAGACAAAATAAATTACCC
AAAAGTGTTAATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAAT
ATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTTTAGGAATTGGAGCCACCCCTATGATAAGTA
TTGTTAAAGACATAGTGAACAACATGAAGGAAGAAGAGTATGATCATGATTTG
GAGAAAAAAACAGTGTCAGGGAGTGGAAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATT 
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TTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGGTTTAATGA
ATGAGTTAGCTGTAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGCATAATTACTGT
ACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCTCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAG
TCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGAACAAGAGTTAA
GACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACAAACGCATTGCTCTTAA
TCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGCACTGACGA
AAGTTCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCAACAAAGTTTG
ATTTCCATAAAGAAAATTTTTGA 
PRILOGA C 
Poravnave nukleotidnih zaporedij gena RbohD2 po sekvenciranju plazmidov kolonij E.coli 
z vstavljenim genom 
1 9810 20 30 40 50 60 70 80(1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGACAGGGAGCTTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGTATGGCGAAATCACCCTTGAREF (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGACAGGGAGCTTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGTATGGCGAAATCACCCTTGAST col 2 RBOHD 2 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGACAGGGAGCTTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGTATGGCGAAATCACCCTTGASTcol 11 RBOHD 2 (1)
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGACAGGGAGCTTAGTAGTCCCTCAAACACCACCAAATCTAACGATGACAAGTATGGCGAAATCACCCTTGAConsensus (1)  
90 187100 110 120 130 140 150 160 170(90)
CACCCTTGATATCCGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGATTGAGGCACTGGAAAAAAREF (90)
CACCCTTGATATCCGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGATTGAGGCACTGGAAAAAAST col 2 RBOHD 2 (90)
CACCCTTGATATCCGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGATTGAGGCACTGGAAAAAASTcol 11 RBOHD 2 (90)
CACCCTTGATATCCGTGATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGAGGAAGCAGAGATTGAGGCACTGGAAAAAAConsensus (90)  
180 277190 200 210 220 230 240 250 260(180)
GGAAAAAAGCCTGCAGAAGAAGTGCAGCTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAATAGACAACCGCATCREF (180)
GGAAAAAAGCCTGCAGAAGAAGTGCAGCTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAATAGACAACCGCATCST col 2 RBOHD 2 (180)
GGAAAAAAGCCTGCAGAAGAAGTGCAGCTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAATAGACAACCGCATCSTcol 11 RBOHD 2 (180)
GGAAAAAAGCCTGCAGAAGAAGTGCAGCTTTGGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAATAGACAACCGCATCConsensus (180)  
270 367280 290 300 310 320 330 340 350(270)
ACCGCATCCTCCTCAGATATTTGATAGGAGTTCAGCAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGATREF (270)
ACCGCATCCTCCTCGGACATTTGATAGGAGTTCAGCAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGATST col 2 RBOHD 2 (270)
ACCGCATCCTCCTCGGACATTTGATAGGAGTTCAGCAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGATSTcol 11 RBOHD 2 (270)
ACCGCATCCTCCTCGGACATTTGATAGGAGTTCAGCAGCAGCTCAGAATGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGATConsensus (270)  
360 457370 380 390 400 410 420 430 440(360)
CTCTGGATGGGTCACCGTCCAACAGCGCTTCGACGAGCTTACTGCCACCTCAGATAACTTACTGCCTCGGGTAAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGAREF (360)
CTCTGGATGGGTCACCGTCCAACAGCGCTTCGACGAGCTTACTGCCACCTCAGATAACTTACTGCCTCGGGTAAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGAST col 2 RBOHD 2 (360)
CTCTGGATGGGTCACCGTCCAACAGCGCTTCGACGAGCTTACTGCCACCTCAGATAACTTACTGCCTCGGGTAAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGASTcol 11 RBOHD 2 (360)
CTCTGGATGGGTCACCGTCCAACAGCGCTTCGACGAGCTTACTGCCACCTCAGATAACTTACTGCCTCGGGTAAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGAConsensus (360)  
450 547460 470 480 490 500 510 520 530(450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTTTTTGATGCGTTAGCTCGGAGGAGAAATATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGCREF (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTTTTTGATGCGTTAGCTCGGAGGAGAACTATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGCST col 2 RBOHD 2 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTTTTTGATGCGTTAGCTCGGAGGAGAACTATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGCSTcol 11 RBOHD 2 (450)
AGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTTGCACTAGAGCTTTTTGATGCGTTAGCTCGGAGGAGAACTATAACAAGTGGTTGCATCAGCAAAGAACAGCConsensus (450)  
540 637550 560 570 580 590 600 610 620(540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCAAACCTTTTTTGACATGGTTGATAAAGATGCAGATGGTAREF (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCAAACCTTTTTTGACATGGTTGATAAAGATGCAGATGGTAST col 2 RBOHD 2 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCAAACCTTTTTTGACATGGTTGATAAAGATGCAGATGGTASTcol 11 RBOHD 2 (540)
AGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCTTTGATTCCCGGCTTCAAACCTTTTTTGACATGGTTGATAAAGATGCAGATGGTAConsensus (540)  
630 727640 650 660 670 680 690 700 710(630)
AGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGCGCATCAGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAACAAGCTGCAGAATACGREF (630)
AGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGCGCATCAGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAACAAGCTGCAGAATACGST col 2 RBOHD 2 (630)
AGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGCGCATCAGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAACAAGCTGCAGAATACGSTcol 11 RBOHD 2 (630)
AGATGGTAGACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGCGCATCAGCTAACAAGCTGTCAAATATCCAAAAACAAGCTGCAGAATACGConsensus (630)  
720 817730 740 750 760 770 780 790 800(720)
AGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCACGACCAAAAAGGATACATCATGATTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAATTCREF (720)
AGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCACGACCAAAAAGGATACATCATGATTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAATTCST col 2 RBOHD 2 (720)
AGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCACGACCAAAAAGGATACATCATGATTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAATTCSTcol 11 RBOHD 2 (720)
AGAATACGCAGCGTTGATCATGGAAGAGTTGGATCACGACCAAAAAGGATACATCATGATTGAGAACTTGGAAATGCTTTTATTACAAGCCCCAATTCConsensus (720)  
810 907820 830 840 850 860 870 880 890(810)
CCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAAGCTTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAAAAAREF (810)
CCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAAGCTTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAAAAAST col 2 RBOHD 2 (810)
CCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAAGCTTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAAAAASTcol 11 RBOHD 2 (810)
CCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAAGCTTGAACAGGAACCTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCATAAAAAConsensus (810)  
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900 997910 920 930 940 950 960 970 980(900)
CATAAAAAGATGGTATAACAATTTAAAGTACTTTCTGTTAGACAAATGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGACTATREF (900)
CATAAAAAGATGGTATAACAATTTAAAGTACTTTCTGTTAGACAAATGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGACTATST col 2 RBOHD 2 (900)
CATAAAAAGATGGTATAACAATTTAAAGTACTTTCTGTTAGACAAATGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGACTATSTcol 11 RBOHD 2 (900)
CATAAAAAGATGGTATAACAATTTAAAGTACTTTCTGTTAGACAAATGGCGAAGAGTTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGACTATConsensus (900)  
990 10871000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070(990)
TGGACTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAGAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGTAGREF (990)
TGGACTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAGAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGTAGST col 2 RBOHD 2 (990)
TGGACTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAGAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGTAGSTcol 11 RBOHD 2 (990)
TGGACTATTTGCTTACAAGTATGTCCAGTACAGAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGTGTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGTAGConsensus (990)  
1080 11771090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160(1080)
CGAGGTAGTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGTTCREF(1080)
CGAGGTAGTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGTTCST col 2 RBOHD 2 (1080)
CGAGGTAGTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGTTCSTcol 11 RBOHD 2 (1080)
CGAGGTAGTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACTCCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTGGTGCTGTTCConsensus (1080)  
1170 12671180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250(1170)
TGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCACTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTGTGREF(1170)
TGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCACTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTGTGST col 2 RBOHD 2 (1170)
TGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCACTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTGTGSTcol 11 RBOHD 2 (1170)
TGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCAATTGCACTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTGTGConsensus (1170)  
1260 13571270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340(1260)
GACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAACCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATT-GGCATTTTREF(1260)
GACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAACCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATTTGGCATTTTST col 2 RBOHD 2 (1260)
GACTTGTGATTTTCCTCGGCTTATAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAACCATTCTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATT-GGCATTTTSTcol 11 RBOHD 2 (1260)
GACTTGTGATTTTCCTCGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAACCATACTTTGGAGATCAACCAAGAAACTATT GGCATTTTConsensus (1260)  
1350 14471360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430(1350)
GGCATTTT-GTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAAREF(1349)
GGCATTTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAAST col 2 RBOHD 2 (1350)
GGCATTTT-GTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAASTcol 11 RBOHD 2 (1349)
GGCATTTT GTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCGGGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGATTTAGAAGGAAConsensus (1350)  
1440 15371450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520(1440)
AGAAGGAACAAAATTCGTCTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTCTGGTACTCCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCTREF(1438)
AGAAGGAACAAAATTCGTCTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTCTGGTACTCCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCTST col 2 RBOHD 2 (1440)
AGAAGGAACAAAATTCGTCTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTCTGGTACTCCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCTSTcol 11 RBOHD 2 (1438)
AGAAGGAACAAAATTCGTCTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTCAATGCCTTCTGGTACTCCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCTConsensus (1440)  
1530 16271540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610(1530)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCAAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTAREF(1528)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCAAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTAST col 2 RBOHD 2 (1530)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCAAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTASTcol 11 RBOHD 2 (1528)
TATTCTCTCCTCATAGTCCATGGTATCAAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGGATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTAConsensus (1530)  
1620 17171630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700(1620)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGG-CATTCAGGTCAAGCGTCAAGG-ATGTTAAAATATTGAAAGTGG-CTATGTATCCTGGAACTGTATTREF(1618)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGG-CATTCAGGTCAAGCGTCAAGG-ATGTTAAAATATTGAAAGTGG-CTATGTATCCTGGAACTGTATTST col 2 RBOHD 2 (1620)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGGCATTCAGGTCAAGCGTCAAGGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGGCTATGTATCCTGGAGCTGTATTSTcol 11 RBOHD 2 (1618)
ATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGG CATTCAGGTCAAGCGTCAAGG ATGTTAAAATATTGAAAGTGG CTATGTATCCTGGAACTGTATTConsensus (1620)  
1710 18071720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790(1710)
ACTGTATTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGCTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGREF(1705)
ACTGTATTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGCTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGST col 2 RBOHD 2 (1707)
GCTGTATTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGCTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGSTcol 11 RBOHD 2 (1708)
ACTGTATTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTGGGCAATACATGCTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGConsensus (1710)  
1790 18871800 1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870(1790)
AGTTTCACCATTTGAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAREF(1785)
AGTTTCACCATTTGAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAST col 2 RBOHD 2 (1787)
AGTTTCACCATTTGAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAASTcol 11 RBOHD 2 (1788)
AGTTTCACCATTTGAATGGCACCCATTTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTGTTGGTGATTGGACTACAAConsensus (1790)  
1880 19771890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960(1880)
GACTACAAAACTCAGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGATTCGTTAAAGCTGACTACTTAAAAGACAACAAAAATTACCCAAREF(1875)
GACTACAAAACTCAGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGATTCGTTAAAGCTGACTACTTAAAAGACAACAAAAATTACCCAAST col 2 RBOHD 2 (1877)
GACTACAAAACTCAGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGATTCGTTAAAGCTGACTACTTAAAAGACAACAAAAATTACCCAASTcol 11 RBOHD 2 (1878)
GACTACAAAACTCAGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACAGGAAGAAGTGGATTCGTTAAAGCTGACTACTTAAAAGACAACAAAAATTACCCAAConsensus (1880)  
1970 20671980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050(1970)
TTACCCAAAAGTGTTGATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTCTAGGAATTGGTGCCAREF(1965)
TTACCCAAAAGTGTTGATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTCTAGGAATTGGTGCCAST col 2 RBOHD 2 (1967)
TTACCCAAAAGTGTTGATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTCTAGGAATTGGTGCCASTcol 11 RBOHD 2 (1968)
TTACCCAAAAGTGTTGATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAATATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTCTAGGAATTGGTGCCAConsensus (1970)  
2060 21572070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140(2060)
TGGTGCCACCCCTATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATTAAGGAAGAAAAGTATGATCATGATTTGGAGAGCACAGAACAAAAGAAAAREF(2055)
TGGTGCCACCCCTATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATTAAGGAAGAAAAGTATGATCATGATTTGGAGAGCACAGAACAAAAGAAAAST col 2 RBOHD 2 (2057)
TGGTGCCACCCCTATGATAAGTATTGTTAAATACATAGTGAACAACATTAAGGAAGAAAAGTATGATCATGATTTGGAGAGCACAGAACAAAAGAAAASTcol 11 RBOHD 2 (2058)
TGGTGCCACCCCTATGATAAGTATTGTTAAAGACATAGTGAACAACATTAAGGAAGAAAAGTATGATCATGATTTGGAGAGCACAGAACAAAAGAAAAConsensus (2060)  
2150 22472160 2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230(2150)
AAAGAAAAAATCAGGGTCAGGTAGTGGAAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGREF(2145)
AAAGAAAAAATCAGGGTCAGGTAGTGGAAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGST col 2 RBOHD 2 (2147)
AAAGAAAAAATCAGGGTCAGGTAGTGGAAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGSTcol 11 RBOHD 2 (2148)
AAAGAAAAAATCAGGGTCAGGTAGTGGAAGATCAAACTTCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGTTCAAGGConsensus (2150)  
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2240 23372250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320(2240)
GTTCAAGGGTTTAATGAATGA------------------------------------------------------TGTTTATGAAGAAGGTGATGCGCREF(2235)
GTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGAAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGTATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCGCST col 2 RBOHD 2 (2237)
GTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGAAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGTATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCGCSTcol 11 RBOHD 2 (2238)
GTTCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGAAATGGATTGTGATGGAATAATCGAGATGTATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCGCConsensus (2240)  
2330 24272340 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410(2330)
TGATGCGCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGTATAACAAGGGTTAAGACTCATTREF(2271)
TGATGCGCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGTATAACAAGGGTTAAGACTCATTST col 2 RBOHD 2 (2327)
TGATGCGCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGTATAACAAGGGTTAAGACTCATTSTcol 11 RBOHD 2 (2328)
TGATGCGCGCTCTGCTCTCATCGCGATGCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCTGGTATAACAAGGGTTAAGACTCATTConsensus (2330)  
2420 25172430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500(2420)
GACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGREF(2361)
GACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGST col 2 RBOHD 2 (2417)
GACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGSTcol 11 RBOHD 2 (2418)
GACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTACAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGGGGCACCAGConsensus (2420)  
2506 26032520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590(2506)
GTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGAGCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCCACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGAREF(2447)
GTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGAGCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCCACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGAST col 2 RBOHD 2 (2503)
GTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGAGCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCCACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGASTcol 11 RBOHD 2 (2504)
GTGGGGCACCAGCACTGACGAAAGAGCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACAAGACATCCACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGAConsensus (2506)  
 
PRILOGA C1 
 
Nukleotidno zaporedje gena RbohD2 krompirja sorte Rywal 
 
ATGCAAAATCCAGAAGATCACCACTCTGACAGGGAGCTTAGTAGTCCCTCAAA
CACCACCAAATCTAACGATGACAAGTATGGCGAAATCACCCTTGATATCCGTG
ATGACACCATGGCAGTCCACAGTGTCAAAAATGCCACTAAGACTAAAGCAGA
GGAAGCAGAGATTGAGGCACTGGAAAAAAGCCTGCAGAAGAAGTGCAGCTTT
GGGGCCACAATCGTCAGAAATGTTTCGATGAGGATGCGGTTGCCTTCTTTCAAT
AGACAACCGCATCCTCCTCGGACATTTGATAGGAGTTCAGCAGCAGCTCAGAA
TGCTCTCAAAGGCTTCAAATTTATCAGTAAGACTGATGGTGGCTCTGGATGGGT
CACCGTCCAACAGCGCTTCGACGAGCTTACTGCCACCTCAGATAACTTACTGC
CTCGGGTAAAATTTGGAGAATGCATAGGTATGAACAGGGAATCTGAGGGATTT
GCACTAGAGCTTTTTGATGCGTTAGCTCGGAGGAGAACTATAACAAGTGGTTG
CATCAGCAAAGAACAGCTCAAAGAGTTTTGGGACCAAATTGCTAACCAAAGCT
TTGATTCCCGGCTTCAAACCTTTTTTGACATGGTTGATAAAGATGCAGATGGTA
GACTTACAGAAGAAGAAGTTAGAGAGATTATTTGCCTAAGCGCATCAGCTAAC
AAGCTGTCAAATATCCAAAAACAAGCTGCAGAATACGCAGCGTTGATCATGGA
AGAGTTGGATCACGACCAAAAAGGATACATCATGATTGAGAACTTGGAAATGC
TTTTATTACAAGCCCCAATTCAATCAGATGGAGAAAAAAGCTTGAACAGGAAC
CTAAGTCATATGCTAAGCATGAAGCTTAAGCCAACACTGGAGACTAATCCCAT
AAAAAGATGGTATAACAATTTAAAGTACTTTCTGTTAGACAAATGGCGAAGAG
TTTGGGTACTGTTATTATGGATTGGTGTCATGGCTGGACTATTTGCTTACAAGT
ATGTCCAGTACAGAAACAAAGCAGCATTTGATGTCATGGGTCATTGTGTTTGT
GTGGCGAAAGGGGCTGCCGAGGTAGTTAAGCTAAACATGGCACTGATTTTACT
CCCAGTCTGCAGAAACACTATCACTTGGCTTCGAAACAAGACTAAATTAGGTG
GTGCTGTTCCCTTTGATGATAACATCAATTTTCACAAAATGGTGGCAGGGGCA
ATTGCACTTGGTGTTGGAATACACGTACTTGCTCATATGACTTGTGATTTTCCT
CGGCTTCTAAATGCTAGCCCGGAAAAGTATAAACCAATGGAACCATACTTTGG
AGATCAACCAAGAAACTATTGGCATTTTGTGAAGGGAGTGGAAGGAGTGTCCG
GGATCATAATGGTGGTTTTGATGTCAATAGCTTTCACTCTAGCAAGCCAACGAT
TTAGAAGGAACAAAATTCGTCTACCAAGACCATTGAACAAGCTCGCCGGTTTC 
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se nadaljuje 
AATGCCTTCTGGTACTCCCACCACCTCTTTGTCATTGTCTATTCTCTCCTCATAG 
TCCATGGTATCAAGCTTTACTTAACCAAAGAATGGTACAAGAAGACGACATGG
ATGTACTTGGCTATACCAATCATACTTTATTCTGGTGAAAGATTACTAAGGGCA
TTCAGGTCAAGCGTCAAGGATGTTAAAATATTGAAAGTGGCTATGTATCCTGG
AACTGTATTGACACTTCAAATGTCAAAGCCACAGGGCTTCAATTATAAAAGTG
GGCAATACATGCTTGTCAACTGTGCTGCAGTTTCACCATTTGAATGGCACCCAT
TTTCTATTACTTCAGCGCCTGGAGATGAGTATCTAAGTGTACATATTCGAACTG
TTGGTGATTGGACTACAAAACTCAGAGATGTTTTCTCAGAGCCATCACCAACA
GGAAGAAGTGGATTCGTTAAAGCTGACTACTTAAAAGACAACAAAAATTACCC
AAAAGTGTTGATTGATGGCCCATATGGAGCACCAGCACAAGACTATAAGGAAT
ATGAGGTGCTTTTGTTGGTAGGTCTAGGAATTGGTGCCACCCCTATGATAAGTA
TTGTTAAAGACATAGTGAACAACATTAAGGAAGAAAAGTATGATCATGATTTG
GAGAGCACAGAACAAAAGAAAAAATCAGGGTCAGGTAGTGGAAGATCAAACT
TCAAGAGGGTATATTTTTATTGGGTTACTAGAGAACAAGGTTCATTTGATTGGT
TCAAGGGTTTAATGAATGAGTTAGCTGAAATGGATTGTGATGGAATAATCGAG
ATGTATAATTACTGTACAAGTGTTTATGAAGAAGGTGATGCGCGCTCTGCTCTC
ATCGCGATGCTTCAGTCTATCAATCATGCCAAAAATGGCGTAGACATTGTATCT
GGTATAACAAGGGTTAAGACTCATTTTGCTAGACCTAATTGGAGAAATGTCTA
CAAACGCATTGCTCTTAATCACACTGATGCAAGAGTTGGAGTTTTCTACTGTGG
GGCACCAGCACTGACGAAAGAGCTTGGACAACTGGCCTTAGATTTTTCCCACA
AGACATCCACAAAGTTTGATTTCCATAAAGAAAATTTTTGA 
 
 
 
